





Cher die Kohlenhydrattoleranz 
hypophysenloser Hunde. 
Von 
Zoltan Asz6di. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl.-ung. Universitat 
Budapest. ) 


(Eingegangen am 12. Oktober 1959.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die im letzten Jahrzehnt durchgefiihrten Untersuchungen haben 
den endgiiltigen Beweis erbracht, das die Hypophyse bzw. ihr Vorder- 


lappen eine auBerordentlich wichtige Rolle bei der Aufrechthaltung 
PI 


des normalen Kohlenhydratstoffwechsels spielt. 


Auch die friiheren klinischen Beobachtungen leBen schon daraut 
schlieBen, daB im Hypophysenvorderlappen ein Wirkstoff vorhanden sein 
muB, der an der Regelung des Kohlenhydratstoffwechsels Anteil hat, 
obwohl Personen, die an Erkrankungen des Hypophysenvorderlappens 
leiden, beziiglich ihres Kohlenhydratstoffwechsels verschiedenes Verhalten 
mitage legen. So zeigen z. B. an Akromegalie Erkrankte einen hohen 
Blutzucker und ihre Krankheit ist haufig mit Diabetes verbunden, wahrend 
bei Personen, die an hypophysirem Zwergwuchs und Kachexie leiden, der 
Blutzucker niedrige Werte autfweist. Im ersten Falle reagieren die 
Kranken auf Verabreichung von Insulin und Adrenalin kaum, wahrend 
im zweiten Falle die Adrenalin-Hyperglykamie zu héheren Werten fiihrt 
und auch schon die kleinste Insulingabe eine starke hypoglykamische 
Reaktion hervorruft. Wahrend also Kranke mit Akromegalie gegen Insulin 
resistent sind, erwiesen sich solche mit hypophysarer Kachexie  iiber- 
empfindlich. 

Von den experimentellen Untersuchungen, die zur Lésung dieset 
Frage beitragen, sind besonders die von Houssay und seiner Schule, sowie 
die von Lucke und seinen Mitarbeitern zu erwahnen. Houwssay und seine 
Schiiler konnten namlich nachweisen, da bei pankreasdiabetischen Tieren 
nach Entfernung der Hypophyse die Hyperglykiimie, Glucosurie und Acidose 
stark absinkt und daB8 die Tiere unter solchen Umstianden bedeutend langere 
Zeit am Leben bleiben. Lucke und seine Mitarbeiter konnten hingegen aut 
experimentellem Wege das klinische Bild der Hyper- bzw. Hypofunktion 
des Hypophysenvorderlappens nachahmen; durch Entfernung des Hypo- 
physenvorderlappens erhielten sie die Symptome der hypophysaren 
Kachexie, durch Verabreichung von prolanfreien Extrakten des Vorder- 
lappens aber Hyperglykamie. 

Die in der Literatur der letzten Jahre vorhandenen Angaben iiber das 
Verhalten des Blutzuckers hypophysenloser Tiere zeigen weitgehende 
Unterschiede. So fanden einige Autoren [unter ihnen Kobayashi (1), Re (2), 
Koster und Geesink (3), Lucke und Mitarbeiter (4)] nach Hypophysektomie 
an Hunden und Kaninchen niedrige Blutzuckerwerte, wahrend andere 
[Zwarenstein und Bosman (5), Orias (6), Houssay und Mitarbeiter (7), 
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Braier (8)| an normal ernahrten Tieren keine Abweichungen von 
normalen Werten feststellen konnten und niedrige Werte nur dann erhie 
wenn die Tiere langere Zeit hungerten. Braier (9), sowie Lucke und \{i: 
arbeiter (10) konnten nach mehrtagigem Hunger in mehreren Fallen téd 
Hypoglykimie beobachten, wenn die hypophysenlosen Tiere nicht r 
zeitig Zucker verabreicht erhielten. Von einigen Autoren wurde auch 
Frage aufgeworfen, ob diese niedrigen Blutzuckerwerte nicht in irgend 
einem Zusammenhang mit der Verletzung des Tuber oder des Chiasma, 
stehen. Nach den Untersuchungen Houssays (7) fiihrt aber die Verletziung 
des Tuber selbst nicht zu Hypoglykamie, waihrend nach den Feststellunge: 
von @ Amour und Keller(11) in Verbindung mit Beschadigungen 
Chiasmas niedrigere Blutzuckerwerte auftreten kénnen. 

Tatsachlichen Einblick in das Verhalten des Kohlenhydratstoffwechs 
bietet die Untersuchung der Zuckertoleranz. Die diesbeziiglichen Unte: 
suchungsergebnisse aus der Literatur sind jedoch ebenfalls sehr wid 
sprechend. 

Pickat (12) unternahm schon 1927 an hypophyseopriven Tieren und 
an Tieren mit verletztem Hypothalamus Versuche und fand dabei, da| 
nach Exstirpation der Hypophyse die Kohlenhydrattoleranz der Tier 
lange Zeit hindurch im Vergleich zu normalen Verhaltnissen erhéht wa: 
und erst spater, bei Eintritt der Verfettung, absank. Alug (13) sah a 
seinen beiden Tieren, deren Hypophysenvorderlappen entfernt worden waren. 
bei einer Belastung mit 1 g pro kg Koérpergewicht keine Veranderung de: 
Kohlenhydrattoleranz, wiaihrend er bei einer Belastung mit 5g pro kg 
bedeutend héhere Blutzuckerwerte erhielt, so daB er zu folgender Annahm: 
gelangte: ,,Es scheint demnach tatsachlich durch experimentelle Schadigung 
des Hypophysenvorderlappens bei Tieren eine Herabsetzung der Tolerany 
und der Assimilationsgrenze fiir Traubenzucker zustande zu kommen, dir 
sich jedoch erst durch entsprechende Zuckerbelastungsproben erkenner 
laBt.** Auch er stellte den Zusammenhang mit der Verfettung fest, den: 
..je mehr sich der Fettansatz beim praihypophyseopriven Tiere in der Lebe: 
steigert, desto héher wird bei der Belastungsprobe die Hyperglykamie.° 
Klug dachte bei dieser Stérung des Kohlenhydratstoffwechsels aber eher a: 
eine Leberverfettung als an das Fehlen des Hypophysenvorderlappens un: 
stiitzt seine Annahme durch den Hinweis, daB Mare ,,bei einer Reihe vor 
Hypophysenkranken durch Zuckerbelastung ahnliche Blutzuckerkurven 
bekommen hat, wie im Experiment’. Auch Nonnenbruch erhielt nac! 
Erkrankungen der Hypophyse auf Zuckerbelastung hin héhere Blutzucke1 
werte. 

Koster und Geesink (3) arbeiteten mit 9 erwachsenen und 19 junger 
Hunden und belasteten diese nach niederen Ausgangswerten mit eine! 
aus Brot und Milch zusammengestellten Diat mit folgenden Ergebnissen 
..Diese niederen Blutzuckerwerte stehen in guter Ubereinstimmung mit 
Cushings Resultaten. Nur in der ersten Zeit fand Cushing verringert: 
Toleranz fiir Kohlenhydrate, was wohl einer Beeinflussung (funktionelle: 
Lahmung ?) der im Boden des dritten Ventrikels gelegenen paarigen Kern 
(N. par ventricularis) zugeschrieben werden muf.** Mit diesen niedrigei 
Blutzuckerwerten stimmt auch die Tatsache iiberein, dafi hypophysenlos 
Tiere Insulin gegeniiber viel empfindlicher sind als normale, wofiir auch de? 
Umstand spricht, daB diese Tiere die Pankreasexstirpation viel leichte 
ertragen. 

Nach Camus und Roussay (14) und Houssay, Hug und Malamud (15 
weicht die Toleranz hypophysenloser Tiere von der normaler Tiere nicht 
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ab. Lucke, Heydemann und Hechler (4) fanden an Hunden nach isoliertet 
Exstirpation oder Verletzung des Hypophysenvorderlappens und Dat 
reichung von Zucker héhere Blutzuckerwerte. Japanische Autoren | fuji- 
moto (16), Sakamoto und Saito (17)] erhielten bei Kaninchen nach voll- 
kommener bzw. partieller Hypophysektomie gesteigerte Toleranz. Ge 
steigerte Toleranz ergaben auch die Versuche von Zwarenstein und Bos 
man (5) an Schildkréten. 

Alle diese Angaben zeigen also, da sich bei hypophysenlosen Tieren 
iiber das Verhalten des Blutzuckers und weiter tiber die Kohlenhydrat- 
toleranz bisher kein einheitliches Bild herauskristallisieren konnte. Der 
Grand dafiir ist nach Collip (18) einerseits in der operativen Beschadigung 
des Tuber zu suchen und andererseits in dem verschiedenen Ernahrungs 
gustand der Versuchstiere. 

Die wahre Ursache dieser Diskrepanz liegt aber eher darin, dal die 
einzelnen Autoren ihre Tiere zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Ent 
fernung der Hypophyse untersuchten und so zu ganz verschiedenen Zeit- 
punkten ein Bild tiber das infolge der Hypophysenexstirpation veranderte 
Korrelationsgleichgewicht erhielten. Andere Autoren wieder fiihrten ihre 
Untersuchungen an sehr jungen Tieren durch, die Entfernung der Hypo 
physe erfolgte daher in einem derart ungewohnten Lebensabschnitt, dai 
die auftretenden Veranderungen nicht mit den Verhaltnissen an erwachsenen 
Tieren verglichen werden kénnen. Die Angaben einiger anderer Verfasset 
beziehen sich auf Tiere, die den operativen Eingriff nur kurze Zeit iiber- 
lebten. 

Nach meiner Auffassung kénnen wir in den Kohlenhydratstoff- 
wechsel hypophysenloser Tiere nur dann restlosen Einblick erhalten, 
wenn wir die Toleranz an erwachsenen Tieren nach der Hypophysen 
exstirpation lingere Zeit hindurch beobachten, Es ist namlich zu er- 
warten, dai nach der Entfernung eines so wichtigen innersekretorischen 
Organs das Gleichgewicht in der Zusammenarbeit der iibrigen inner 
sekretorischen Organe erst nach lingerer Zeit wiederhergestellt wird 
Bei dem Versuch, diese Annahme experimentell zu beweisen, war mir 
die von Mosonyi (19) in der jiingsten Zeit veréffentlichte Methode der 


Hypophysenexstirpation von grobem Vorteil, nach welcher die Ent 


fernung der Hypophyse unter Umstanden vor sich geht, die fiir das 
Versuchstier keinen gréBeren operativen Eingriff bedeuten und die 
infolge der Blutleere des Abschnittes, in welchem die Operation erfolgt 
die Vermeidung jeglicher Beschadigung benachbarter Hirnabschnitte 
erméglichen, sowie jede Blutung vollkommen ausschlieBen. 


Methodik. 


Die Operation fiihrten wir nach der erwahnten Methode gemeinsam 
mit Herrn Prof. Mosonyi durch. Vor der Operation ethielten die Tiere 
subeutan pro kg Kérpergewicht 0,04 g Morphium und dann ungefahr '), bis 
| Stunde spater intravenés pro kg Kérpergewicht 0,02 g Evipan-Natrium 
Das Evipan wurde in 10 cem sterilem Wasser gelést und unter standiget 
Kontrolle der Atmung sehr langsam — ungefahr in 10 bis 15 Minuten 
in die Blutbahn eingebracht. Bei sehr langsam erfolgender Injektion ver 
tragen namlich die Tiere die Evipannarkose sehr gut, so da wir kein einzige- 
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Tier durch die Anwendung dieser Narkose verloren. Die operierten ‘lie; 
wurden 5 bis 6 Monate hindurch beobachtet: langer dauernde 1 
suchungen konnte ich nicht durehfiihren, da die Tiere dann zur 1) 
tiihrung anderer Versuche getétet wurden. vel 
Die in vorliegender Versuchsreihe verwendeten acht Hunde waren ekt 
erwachsen und ihr Gewicht zeigte nach der vollstandigen Entfernune «, 
Hypophyse eine starke Zunahme [vgl. Mosonyi(20)|. Die Exstirpati 
der Hypophyse war bei allen acht Tieren eine vollkommene und wir ii 
zeugten uns in den meisten Fallen durch histologische Untersuchuny 
davon, daB sowohl die Adeno- als auch die Neurohypophyse entfernt 
und daB in den histologischen Schnittpraparaten keine Ganglienze 
enthaltende Ghapartien, also keine Hirnteile, vorhanden waren. sei 
Sektion der getéteten Tiere waren weder Hypophyse, noch Teile von 
zu finden. 
Die Untersuchung des Kohlenhydratstoffwechsels der Tiere erfolyt 
durch Blutzuckerbestimmung einetseits im Hungerzustande und andererseit BI 
bei Traubenzuckerbelastung. Bei der Belastung wurden pro kg Koérper 
gewicht 2g Traubenzucker verabreicht, der von den seit 16 Stunden hun 


. O 
gernden Tieren in den meisten Fallen gierig angenommen wurde. Nur } 

i ; ‘ Le 
einigen Versuchen muBten wir die abgewogene Zuckermenge in ungetfaly . 
50 cem Wasser gelést durch eine Magensonde einfiihren. Sowohl vor al- ek 
auch wahrend 2'), Stunden nach der Zuckerbelastung entnahmen wir i: \\ 
halbstiindlichen Intervallen Blut aus einer Ohrvene und bestimmten de) di 
Zuckergehalt dieser Proben mit Hilfe der Bangschen Mikromethode. B 

Bei den Versuchen wurden folgende Tiere verwendet: tl 
Hund Nr. | (erwachsenes, aber nicht altes Mannchen). Gewicht 10.5 ky - 


Hypophysektomie am 14. Oktober 1938. Gewicht am 24. April 1939 18,3 kg k 
Nach Pankreasexstirpation eingegangen. Bei der Sektion keine Spur det ; 
Hypophyse zu finden. 


Hund Nr. 2 (junges, aber vollkommen erwachsenes Mannchen). (: 


a 
wicht 10,5 kg. Hypophysektomie am 15. Dezember 1938. Am 13. Marz 1939 i 
an einer durch Verabreichung von Insulin verursachten Hypoglykami 
zugrunde gegangen. I 
Hund Nr. 3(erwachsenes Weibchen). Gewicht 12 kg. Hypophysektom : 
am 13. Januar 1939. Gewicht am 13. Mai 1939 14.7 kg. Zur Aufarbeitung 
des Pankreas getétet. 7 
Hund Nr. 4 (ungefahr zweijahriges Mannchen). Gewicht 7 kg. Hypo ( 
physektomie am 18. Januar 1939. Gewicht am 6. Mai 19389 8kg. Nac! ' 
Pankreasexstirpation eingegangen. 
Hund Nr. 5 (erwachsenes Mannchen). Gewicht 7,9 kg. Hypophy- 
ektomie am 25. Februar 1939. Gewicht am 30. Mai 1939, vor der Tétung. 
13,0 kg. ; 
Hund Nr. 6 (erwachsener Hund). Gewicht 10,5 kg. Hypophysektom: 
am 15. April 1939. Gewicht am 18. September 1939, vor der Tétung, 16,4 ky ( 


Hund Nr.7 (gut entwickeltes, junges Mannchen). Gewicht 8,7 kg 
Hypophysektomie am 21. April 1939. Am 4. Juli 1939 nach Zwangsfiitterunz 
mit Sonde eingegangen. Gewicht 12,1 kg. Thymus persistens. 

Hund Nr. 8 (junger, aber schon erwachsener Hund). Gewicht 6,9 ky 
Hypophysektomie am 31. Mai 1939. Ende September 1939 noch am Leben 
Gewicht 11 kg. 
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Versuchsergebnisse. 

Verhalten des Blutzuckers. Bei sechs der acht bei den Versuchen 
verwendeten Hunden wurde der Blutzucker auch vor der Hypophys- 
ektomie bestimmt. Die erhaltenen Werte sind: 

Tier Nr. ; 0.086 °, 
0,100 ° 
0.096 ° 
0,104°, 
0,093 °,, 
0,096 ° 


im Mittelwert: 0,096 ° 


Die nach der Hypophysektomie an hungernden Tieren erhaltenen 
Blutzuckerwerte sind in Tabelle I zusammengestellt. 

Die Zusammenstellung zeigt, daB in den ersten 10 Tagen nach der 
Operation die Hunde Nr. 1, 2, 3 und 4 eher niedrigere Blutzuckerwerte 
zeigten als normale Tiere, wihrend die Versuchstiere Nr. 5, 6, 7 und 8 
eher héhere Werte ergaben. Die iibrigen an hungernden Tieren erhaltenen 
Werte lassen zwar keine GesetzmaBbigkeit erkennen, doch scheint es, 
daB in den 2 bis 3 auf die Operation folgenden Monaten die héchsten 
Blutzuckerwerte zu beobachten sind, wihrend spater eher Werte auf- 
treten, die sich den normalen naihern. Bei einigen Tieren (Nr. 1, 2 und 7) 
waren die Blutzuckerwerte in den beiden ersten Monaten nach dem 
Kingriff niedriger als bei normalen Tieren. 

Obwohl es aus dem spiter noch zu besprechenden Grunde nicht 
angezeigt erscheint, die Blutzuckerwerte der einzelnen Tiere mit- 
einander zu vergleichen, kann dennoch festgestellt werden, dai der 
Blutzucker hungernder Tiere nach Hypophysektomie héher ist als der 
normaler Hunde. Der Vergleich der Blutzuckerwerte verschiedener 
Tiere ist deshalb nicht angebracht, weil die Veranderungen des Blut 
zuckers nicht als Folgeerscheinungen des Funktionsausfalles eines 
einzigen Organs auftreten. Die Entfernung der Hypophyse ist namlich 
mit der Zerst6rung eines Gleichgewichtszustandes verbunden, der durch 
die Zusammenarbeit mehrerer innersekretorischer Organe aufrecht- 
erhalten wird. Diese Organe (Schilddriise, Nebenniere und Pankreas) 


erhalten zwar ihre Impulse von der Hypophyse, besitzen jedoch auch 
jedes fiir sich allein EinfluB auf den Kohlenhydratstoffwechsel und 
damit auch auf das Niveau des Blutzuckerspiegels. Die Blutzucker 


werte werden also héher oder niedriger sein, je nach der Schnelligkeit, 
mit welcher sich das betreffende Organ den neuen Verhaltnissen anzu 
passen vermag. Diese Anpassungsfaihigkeit der endokrinen Organe ist 
aber weitgehendst eine individuelle Eigenschaft. Sobald aber der 
Gleichgewichtszustand wieder erreicht wird, was nach einigen Wochen 
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pur in einem von sechs Fallen niedriger. Nach Hypophysektomie 
yeigen aber die Belastungskurven einen anderen Ablauf. Vor allem ist 
der flache Verlauf der stark ausgezogenen Kurven bemerkenswert, was 
hesagt, da die Zuckertoleranz der Tiere bei diesen Belastungen grol} 
ist. Auffallend ist ferner 

die Tatsache, daB diese aes ca 
flach ablaufenden Kur- — 
ven bei fiinf von sechs 





untersuchten Tieren auf 
den von der Operation am 
entferntesten Zeitpunkt 


: 120 
fallen und da® nur Tier BS 
Nr. 6 in der darauffolgen-  § 

r e ° - ‘ ~~ 
den Zeit eine Kurve mit & al 


‘einem etwas hoheren | 
t « 61 


Wert zeigt. 


Die Ausgangswerte W) 
dieser flachen Kurven be- 





wegen sich zwischen 0), 110 
bis 0,130°, und die oe 1% 2 ole 
starkste Abweichung von SY 





Abb. 1. Tier Nr. 2 (operiert am 15. XII. 1938). 


den Ausgangswerten be- 
trigt nur in einem ein- 
zigen Falle 25 mg, (Tier — ng% 
Nr.7), wahrend sie bei den 
iibrigen Tieren kaum mehr 
als 10 bis 15 mg°®, aus- 
macht. Bei den nor- 





malen Belastungskurven 
betrigt im Gegensatz da- 
zu der Unterschied zwi- 





Blutzucker 


schen dem Ausgangswert | 
und dem maximalen Wert 

in den meisten Fallen 
mehr als 80 mg°, und nur 
bei einem einzigen Tier 


Ne @ , se ee ieee i a 
(Nr. 6) 40 mg%. 0 12 i We 2 = 
Diese starke Erho- Abb. 2. Tier Nr. 4 (operiert am 28. I. 1939). 

hung der Toleranz tritt 

aber bei den einzelnen Hunden zu verschiedenen Zeitpunkten nach 
der Operation ein, so bei Tier Nr. 2 nach 2, Nr. 4 nach 4, Nr. 5 und 
6 nach 11/,, Nr.7 nach 21/, und Nr. 8 nach 2 Monaten. In der 
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Zwischenzeit zeigen die Versuchstiere gegentiber der Belastung 
verschiedene Verhaltungsweisen. 

Die Toleranz der der ersten Gruppe angehérigen Hunde (Tier Nr. 2 
6, 7 und 8) weist zuerst eine Tendenz zur Verschlechterung auf, die sich 
darin zeigt, daB die auf die Belastung hin auftretenden maximalen 


aes Werte bedeutend — hiher 
mg% | 





sind als die bei normale: 
Belastung gefundenen und 





daB dieses Maximum in 
den meisten Fallen erst 
nach 1/, Stunde erreicht 
wird: die Blutzuckerwerte 
sind auch nach 21! /, Stunden 
noch nicht auf das Aus 
gangsniveau zuriickge 
kehrt. Nach einigen Wo 
chen beginnt die Toleranyz 
eee ae “a anzusteigen, was im Ab 





Abb. 3. Tier Nr. 5 (operiert am 25. 11. 1939) . sinken der maximalen 
Werte und in der schnel 
leren Riickkehr zum Aus 
gangspunkt zum Ausdruck 
kommt, wahrend_ schliel 
lich nach 2 bis 4 Monaten 
der flache Ablauf der Kurvs 
das starke Anwachsen det 
Toleranz zeigt. 

Sei den Tieren der 


zweiten Gruppe (Nr. 4 und 





5) sehen wir ausschlieBlich 

nur solche flache Kurven 

d. h. bei ihnen trat die 

20 Verbesserung der Toleranz 

Abb. 4. Tier Nr. 6 (operiert am 15. IV. 1939) ohne voriibergehender To 

leranzverschlechterung aut 

Der Kohlenhydratstoffwechsel hypophysenloser Tiere unterscheidet 

sich daher von dem normaler Tiere in zwei wesentlichen Punkten 

nimlich 1. in den héheren Blutzuckerwerten im Hungerzustand und 

2. in der starken Steigerung der Kohlenhydrattoleranz. Beide Er 

scheinungen treten aber erst eine gewisse Zeit nach der Entfernung de! 

Hypophyse zutage. 

Es bleibt nun noch die Frage offen, wie das héhere Niveau des 

Blutzuckerspiegels zu erkliren ist und worin der Grund der gesteigerten 
Toleranz gesucht werden mul. 
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Die héheren Blutzuckerwerte lassen sich nur schwer mit dem 
Krankheitsbild hypophyseopriver Tiere in Einklang bringen, da ja mit 
der Entfernung der Hypophyse auch die kontrainsulare Hormonfunktion 
ausfallt und infolgedessen eher niedere Blutzuckerwerte zu erwarten 
waren. In der Tat finden ,, i Neat ta aad bs 
wir auch bei einigen mg% 





Tieren in den Tagen un 
mittelbar nach der Ope- 
ration bedeutend _ nie- 
drigere Werte als unter 
normalen Umstanden, 
Werte, die jedoch inner- 
halb einiger Wochen 
bei anderen Tieren aber 
sofort nach der Operation 
von hodheren  Blut- 
zuckerwerten abgelést 40} 


Blutzucker 





werden. Auch Houssay | 

und Cushing  fanden 

héhere Blutzuckerwerte. anes ei or eer ee 
Sie suchten die Erklarung Se ae 
dieser Tatsache in Uber- BR: PET Pe ee 
einstimmung mit Luckes i 
Auffassung nicht in der 3) 
Exstirpation der Hypo- 
physe, sondern — hielten 
sie fiir eine cerebrale 
Reizwirkung, die iiber 
den durch den Ausfall 
des kontrainsuliren Hor- 
mons bedingten Zustand 


Blutzucker 


dominiert. H6ren aber 





diese Reizerscheinungen 
auf, dann nahert sich der 
Blutzucker seinem nor- 
malen Niveau, wie dies 40) 
auch an unseren hypo- 

physenlosen Tieren zu 

beobachten ist. Die an oO Ip oe a. ay es 4 
diesen Tieren beobach- 
teten hodheren Werte 
werden namlich im Verlauf des dritten Monats von niedrigeren 
Werten abgelést, die allerdings noch immer hoéher sind als die nor- 


Abb. 6. Tier Nr. 8 (operiert am 31. V. 1939) 


malen. 








Z. Aszodi: 


Damit tibereinstimmend kann auch die Toleranzveranderwny 
erklart werden. Die auf die Hypophysektomie folgende herabgeset zt, 
Toleranz fallt mit der cerebralen Reizperiode zusammen und steigert 
sich parallel mit dem langsamen Aufhéren dieser Periode. Als zweite; 
Faktor der Toleranzsteigerung kommt aber auch noch [wie aus dey 
von Bakay jun. (21) an hypophysenlosen Hunden durchgefiihrten 
Pankreasuntersuchungen hervorgeht | die gesteigerte Insulinproduktion 
hinzu. Die Untersuchungen Bakays zeigen, daB sich nach Entfernuny 
der Hypophyse die Zahl der Langerhansschen Inseln ganz betriichtlich 
vermehrt. Daf’ hypophysenlose Hunde Insulin gegeniiber in hervor 
ragendem Mae empfindlich sind, wurde schon von mehreren Autoren 
festgestellt. So geht aus den Arbeiten Houssays (22), Geilings, Camplells 
und Ishikawas (23) sowie anderer hervor, dag das Zuckerniveau nach 
totaler Hypophysektomie auf Insulininjektionen hin nicht nur schneller 
fallt, sondern auch viel tiefer absinkt. Aus den Versuchen Howssa,s 
ergibt sich ferner, daB die Entfernung des Hypophysenvorderlappens 
allein keine derart starke Empfindlichkeit Insulin gegeniiber hervorruft 
sondern nur die Exstirpation der ganzen Hypophyse bzw. die Exstirpa 
tion des Vorderlappens bei gleichzeitigem Fehlen der Hormone des 
Hinterlappens. Geiling und Mitarbeiter bewiesen durch ihre Versuche 
auch, daB schon 1/7 Einheit Insulin pro kg Kérpergewicht hypophyseo 
priven Tieren verabreicht, schwere hypoglykimische Krampfe herbei 
fiihrt, wihrend bei normalen Tieren ahnliche Erscheinungen erst durch 
2 bis 3 Einheiten pro kg ausgelést werden kénnen. 

Diese Insulinempfindlichkeit hypophysenloser Tiere konnte_ ich 
ebenfalls gut beobachten, als ich zwei Hunden 1 und !/, Einheit Insulin 
pro kg Kérpergewicht verabreichte : 


Hund Nr. 1. Gewicht 17,4 kg: 
Blutzucker vor der Insulingabe 0,108 ©, 
'/, Stunde nach Verabreichung von 27 E. Insulin ... 0,100°, 
l ms nachher 0,068 ° , 
1'/, Stunden 0,057 °%, 
2 ce a 0,043 °, 
2*/, a 4 0,043 °,, 
Das Tier zittert und bekommt spater Krampfe. Nach subcutaner Injeck 
tion von 30 cem 10°, iger Glucoselésung bessert sich sein Zustand, das Tie1 
beginnt zu fressen, bleibt aber noch laingere Zeit benommen und zittert 
Hund Nr. 2. Gewicht 11,6 kg: 
Blutzucker vor der Insulingabe . 0,114 
1/, Stunde nach Verabreichung von 18 E. Insulin ... 0,071° 
l ea nachher ... 0,071 ° 
1'/, Stunden ; 0,050 ° 
3 os oo ae 0,043 ° 
2*/, ay oe wk ere ates Sint mt 0,021°, 


Sehr starke Krampfe, die erst nach Einbringung von 100 eem 10 ° ,ige! 
Glucoselésung verschwinden. 1 Stunde spiiter treten neuerliche Krampf 
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auf. Auf weitere Verabfolgung von 20 cem Glucoselésung verbessert sich 
zwar der Zustand des Tieres, aber es friBt nicht und ist am niichsten Morgen - 
7 Stunden spater eingegangen. 


i 


Wir kénnen also feststellen, dag der Grund fiir die gesteigerte 
insulinempfindlichkeit worauf schon Mosonyi (20) hinwies in 


der Vermehrung der Langerhansschen Inseln zu suchen ist, die speziell 
bei Hund Nr. 2 besonders stark war. Dieses Tier konnten wir nicht am 
Leben erhalten, obwohl es wihrend des Insulinschocks reichlich Zucker 
erhielt. 

Die Ursache der gesteigerten Kohlenhydrattoleranz der hypo- 
physeopriven Tiere liegt daher in der gréBeren, in die Blutbahn aus- 
geschiitteten Insulinmenge. Die gesteigerte Insulinproduktion wird 
aber gerade durch die Anwesenheit von Zucker ausgelést, der mit Hilfe 
des in groBen Mengen produzierten Insulins sofort verbrannt wird. Die 
flache Belastungskurve weist also auf die schnelle Verbrennung des 
Zuckers hin. 

Zusammenfassung. 


An acht hypophysektomierten Hunden wurde der Kohlenhydrat- 
stoffwechsel wihrend 3 bis 6 Monaten nach der Operation untersucht 
und dabei festgestellt, daB sich nach dem Eintreten des Korrelations- 
gleichgewichts 1. der Blutzucker im Hungerzustand auf ein héheres 
Niveau einstellt und dafB 2. die Kohlenhydrattoleranz betrachtlich 


gesteigert wird. 


Der Ella Sachs-Plotz-Stittung, aus deren Mitteln die Unkosten dieser 
Arbeit bestritten wurden, sei auch an dieser Stelle bestens gedankt. 
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Cher die Siiurebildung aus Zucker durch 
Aspergillus niger. 
VIIL. Mitteilung: 
Der Einflu8 von Magnesium auf die Séurebildung. 
Von 
K. Bernhauer, A. Iglauer, H. Knobloch und 0. Zippelius. 
(Aus dem Institut fiir Biochemie und Nahrungsmittelchemie der deutsche) 
Hochschulen in Prag.) 
(Eingegangen am 16. Oktober 1939, ) 


Mit 11 Abbildungen im Text. 


Bei der Untersuchung des Einflusses einiger Elemente auf. das 
physiologische Verhalten, vor allem auf die Saéurebildung, von Aspe 
gillus niger erhielten verschiedene Autoren oft ganz entgegengesetzt: 
Ergebnisse!. Dies beruht hauptsdchlich darauf, das die fiir eine) 
Pilzstamm ermittelten Befunde nicht ohne weiteres verallgemeinert 
und auf andere Stimme itibertragen werden kénnen. Um Gesetzmiabi 
keiten hinsichtlich der Wirkung bestimmter Stoffe auf die Saurebilduns 
von Pilzen aufstellen zu kénnen, sind daher Untersuchungen mit eine: 
méglichst groBen Zahl verschiedener Staémme erforderlich und auc! 
dann mu} das Zusammenspiel der einzelnen Faktoren im Auge behalte: 
werden. Es ist daher auBer der Zusammensetzung der Nahrlésung auch) 
ihr pu-Wert, ferner der Oberflachenfaktor u,v. a. zu_beriicksichtigen 
Wenn man weiter bedenkt, daB auch die physiologischen Eigenschaften 
eines Pilzstammes nichts Festes, Unveranderliches sind, sondern Schwan 
kungen unterliegen kénnen, so ist versténdlich, wie schwierig die Alb 
leitung allgemein giiltiger GesetzmaBigkeiten der Saurebildung ist 
Es ist daher nicht verwunderlich, da} die Angaben der einzelnen Beob 
achter einander oft widersprechen. Dazu mag vielleicht noch der 
Umstand kommen, da durch die Verwendung des Oberflichenverfahrens 
fiir diese Untersuchungen viele unkontrollierbare Faktoren  hinzu 
kommen, die sich aus der Inhomogenitat des Zellmaterials einer Pilz 
decke ergeben. Die bisher erhaltenen Ergebnisse hinsichtlich der An 


' Val. z. B. die Einwirkung von Fe auf die Saurebildung: 
Butkewitsch u. Timofeewa, Mikrobiol. 4, 489, 1935.... keinen EinfluB 
Giordani, Angew. Chem. 47, 371, 1934............. nachteiligen Einflul 
Schoen, Ann. Ferment. 1, 340, 1985..............-. nachteiligen Einflu! 
Perquin, Dissertation, Delft 1938 .............0..- nachteiligen Einflu! 
Chrzaszcz u. Tiukow, diese Zeitschr. 229, 343, 1930.. giinstigen Einflu® 
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hiufung von Citronensaure in submerser Kultur sind aber noch sehr 
wenig zufriedenstellend, so daB auf die Oberflachenkultur nicht vollig 
verzichtet werden kann. 

Das Magnesium spielt in der belebten Natur eie groBe Rolie!. Es ist 
nicht nur fiir die griinen Pflanzen als Bestandteil des Chlorophylls von 
Wichtigkeit, sondern auch als Aktivator der Co-Zymase fiir die Hefegarung 
von groBer Bedeutung*. Weiterhin iibt Magnesium einen EinfluB auf die 
Phosphatasewirkung aus, indem Phosphatase, die durch langandauernde 
Dialyse inaktiviert wurde, bei Zusatz von Magnesiumsalzen wieder ihre 
Wirksamkeit zuriickgewinnt®. Eine Eimwirkung von Magnesium auf die 
Vorgange bei der Citronensauregérung ist daher nicht e:staunlich. 

Sacchetti und Emiliani’ weisen daraut hin, dafi Magnesiumphosphat die 
Citronensauregérung begiinstigt. Ssotnikow?® findet bei Verwendung von 
Mg(N Oy). als Stickstoffquelle besonders gute Ausbeuten an Citronensaure : 
er fiihrt dies daraut zuriick, daB das Mg mit den Oxydoreduktionsprozessen 
dieser Garung im Zusammenhang steht; wesentlich sei, so behauptet Ssof 
nikow, die Verwendung von Mg als Nitrat. Auch Kirssanowa® stellt eine 
Steigerung der Citronensiurebildung durch Mg(NO,),. fest. Die Anwesen 
heit von Mg beschleunigt aber auch bei manchen Pilzstiimmen die Citronen 
siuregérung; dies tritt sowohl ein, wenn man dem Pilz Mg(NO,), als N 
Quelle zur Verfiigung stellt, als auch bei Zusatz von MgCl, zu einer NH,N O, 
haltigen Nahrl6sung’?. Neben dem Gehalt des Nahrbodens an Mg soll auch 
die Kaliummenge bedeutungsvoll sein®. Durch Ubertragung des Mycels 
von Aspergillus niger auf MgSO,-Lésung und 24stiindiges Einwirken der- 
selben wird dessen Aktivitaéat zur Umwandlung von Zucker in Citronen 
siure bzw. von Essigsiéiure zu Oxalsiure gesteigert®. Auch auf das Wachs 
tum der Schimmelpilze wirken Mg-Salze giinstig ein'®. 

Der EinfluB eines bestimmten Stoffes auf die Saurebildung kann sich 
in verschiedener Weise auBern. Der Garungsvorgang wird durch ihn be 
schleunigt, d. h. das Maximum der Saéurebildung wird friiher erreicht. Weite1 
kann durch Zusatz eines Stoffes auch eine Erhéhung der Saéureausbeute 
erzielt werden. Beides kann so zustande kommen, da{i der Stoff als Kata 
lysator wirkt, also auf den Vorgang der Saéurebildung bzw. die daran 
beteiligten Enzyme direkt EinfluB8 hat, oder es tritt durch Zusatz desselben 
vermehrtes Wachstum des Pilzes ein und da nun mehr Zellsubstanz zw 
Durehfiihrung der Umsetzung vorhanden ist, wird diese beschleunigt, also 
indirekt beeinfluBt. Eine Wachstumssteigerung kann aber auch dahin 
fiihren, daB eine Verminderung der Saéureausbeute stattfindet, indem nim 


' Vgl. Smedley Maclean in Perspectives in Biochemistry, 8. 256, Cam- 


bridge 1938. 2 Lohmann, diese Zeitschr. 237, 445, 1931. 3 Erdtmann, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 172, 182, 1927; 177, 211, 1928. * Sacchetti 
u. Emiliani, Ind. Sacearif. Ital. 26, 45, 1933; vgl. Chem. Centralbl. 1938, 
I, 3587. 5 Ssotnikow, C. vr. Acad. Sci. USSR. 3, 273, 1934: vgl. Chem. 
Centralbl. 1985, I, 3430. 8 Kirssanowa, Biochimija 1, 425, 1936. 

* Bernhauer u. Iglauer, diese Zeitschr. 287, 154, 1936. 8 Butkewitsch u. 
Timofeeva, Mikrobiol. 4, 503, 1935. ® Butkewitsch u. Trofimova, C. r. 
Acad. Sci. USSR. (N. 8S.) 17, 221, 1927. 10 Buromski, Mikrobiol. 5, 800, 


1936; Lavollay u. Laboray, C. r. Acad. Sci. 204, 1686, 1937; vgl. hingegen 
die ungiinstige Wirkung von MgSO,: Baetsl’, Naturwetensch. Tijdschr. 
19, 5, 1937. 

















































302 


K. Bernhauer, A. Iglauer, H. Knobloch u. 





O. Zippelius : 


lich mehr Zucker zum Aufbau von Zellsubstanz benétigt wird und «sj, 
entsprechend weniger zur Séurebildung zur Verfiigung steht. 


Es wurde in der vorliegenden Arbeit an 34 verschiedenen As), 


gillus niger-Stammen der EinfluB von Magnesiumsalzen auf die Nir 


oa ~ 7 
MgCl, 
a ™D 2, 


’ res | Y \ 


“en eo eo Oe 


Abb. 1. Die Saéurebildung dieses Stammes (V1) wird 
sowohl durch Mg(NO,)o als auch durch Zusatz von 
MgCl, zu NH, NO,-haltigen Nihrlésungen beschleu- 
nigt und das Siuremaximum erhéht. Langsamer An- 
stieg der Sdurebildung tei NH, NOs allein. Die Kur- 
ven stellen die Mittelwerte derTitrationen der 3 Parallel- 
versuche fiir 100 cem Nihrlésung, ausgedriickt in 
cem n10 KOH, dar. 





vw 8. 8282 

Tage 
Durch Zusatz von MgCl, findet betrichtliche 
Mg (NO3)o 


Abb. 2. 
Beschleunigung der Siurebildung statt. 
wirkt auf die Anhiufung von Saure ungiinstig. 


bildung untersucht. Die \¢. 
suchsbasis wurde deshall) s 
breit gewahlt, um die jy 
dividuellen Unterschiede be; 
der Beurteilung des Ere} 
nisses moglichst — auszy 
schalten. Trotz allem diirfe; 
die aufgefundenen  Bezie 
hungen hinsichtlich der Wi: 
kung von Mg-lonen auf di 
Anhaufung von Citronen 
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werden, sondern sind, wi 
spatere Untersuchungen ge- 
der Zu 
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bodens (Spurenelemente de: 
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zeigt haben, von 


sammensetzung des 
Leitungswassers, 
usw.) abhangig. 

Die 


% O/ ta, 
15 °oiger 


Pilze wurden in 
Rohrzuckerlésung 
wachsen gelassen: als N 
Quelle diente — einerseits 
NH,NO, und andererseits 
Mg(NOz).. In 


cleichsversuch 


einem Ver 
wurde auch 
das Verhalten der verschice 
denen Stémme im Hinblick 
auf das Sdaurebildungsver 
mégen bei einem Zusatz von 
MgCl, zu der NH,NO,-ha! 
tigen Nahrlésung gepriift. 
Es zeigte sich in der 
iiberwiegenden Mehrzakl de1 


Falle (27), daB Magnesium auf die Saurebildung einen giinstigen Einflul) 
hatte, indem naimlich das Siuremaximum erhéht wurde. Dieses Element 
scheint die Atmungsvorgange des Pilzes wesentlich zu steigern, denn in 
Mg-haltigen Nahrlésungen war der Zucker zumeist véllig verbraucht, 


wahrend bei Abwesenheit gréBerer Mg-Mengen (weniger als 0,06 °,) oft 
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hei Versuchsabbruch ein betrachtlicher Restzuckergehalt nachzuweisen 
war. Es zeigte sich auch, daB neben der Erhéhung der Saurebildung 
durch Zusatz von Magnesium in vielen Fallen auch eine deutliche Be- 
shleunigung dieses Prozesses stattfand. Aber nicht nur auf die Bildung. 
condern auch auf den Ab- 





5 I oe S 500; Molt —_——— 

bu der Citronenséiure < Piles tammXD aes gO a at 

. : 2 pnp oe __ eee } 
scheint Magnesium be- 2400) Pr 

° . : “ 

schleunigend zu wirken 8 yy ed 
vel. Abb. 2, 5 und 8): Pa 
. ” — a 
lieser Umstand mag viel- ” pa NH.NO 
leicht bei jenen_ Pilz- a So a oo oo 
stimmen bedeutungsvoll Tage 
sein. bei welchen die Sau- Abb. 3. Mg-Salze erhéhen die Siureausbeute. In Ab- 


" 5 wesenheit von Mg wird beinahe keine Siure gebildet 
reanhaufung in Gegen- 


wart von Magnesium ge- 3% ERR 7 ay 

; ; S 2m WU = 
ringer ist als bei dessen — & sy Z 
\bwesenheit (vgl. Abb.6, — ¢ rd 

7 und 10). Man k6énnte Bic. ra 
unnehmen, da in diesen 00 | ort 
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umgesetzt wird, wobei 
iber eine weitgehende Abb. 4. Nur bei Verwendung von Mg (NO,), als N-Quelk 
Verbrennung zu CQO, und findet Siurebildung statt. MgCl, ist ohne Kinflut 
Wasser stattfindet. Sol- 
the Pilzstimme erschei- 
nen dann im Hinblick 


n/10 KOH 


uf ihre Saurebildung als 
.magnesiumfeindlich*. 
Das Verhalten der ein- 
zelInen Pilzstimme _ ist 





aus der untenstehenden 
Tabelle ersichtlich, in Abb. 5. MgCl, beschleunigt die Bildung, aber auch 
dar dic wichtigsten Vou. den Abbau der Siuren. Mg(NO,). wirkt ungiinstig 
suchsergebnisse zusammengefaBt sind. Als Beispiele fiir den Saéuerungs- 
verlauf in einigen typischen Fallen sind Kurvenabbildungen _ bei- 
vegeben. 

Es erschien auch von Interesse festzustellen, wieweit sich die 
erhaltenen Ergebnisse zu einem spaiteren Zeitpunkt unter sonst gleichen 
Bedingungen reproduzieren lassen. Um dies zu entscheiden, wurden 
einige Pilzstimme innerhalb bestimmter Zeitabstinde viermal auf 
Schragagarréhrchen tiberimpft und danach (etwa nach 1 Monat) die 
Versuche nochmals durchgefiihrt. Es zeigte sich, da wohl die Saure 
werte gewissen Schwankungen unterliegen, daB aber das charak- 





.. Bernhauer, A. Iglauer, H. Knobloch u. O. Zippelius: 
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Die Siurebildung wird durch Mg giinstig beeinflubt. 
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Derselbe Pilzstamm wie in Abb. 8 nach viermaliger Uberimpfung. Die Beeinflussung 
durch Mg-Salze erfolgt in gleicher Weise wie vor der Uberimpfung. 





Abb. 9. 
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eristische Verhalten der Stémme gegentiber den Magnesiumsalzen 
jeinahe vollig gleich geblieben war. Der Einfluf8 der Magnesiumionen 
wf die Saurebildung scheint also eine verhaltnismabig konstante 
Figenschaft der Pilzstamme zu sein. (Vgl. Abb. 8. 9 und 10, 11.) 
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Abb. 10. Mg-Salze wirken ungiinstig auf die Siurebildung. 
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Abb. 11. Derselbe Pilzstamm wie in Abb. 10 nach viermaliger Uberimpfung. 
Auch hier wirken wieder Mg-Salze ungiinstig. 


Das Mycelgewicht war bei den Versuchen mit Magnesium in der 
Regel gréBer: es muB jedoch betont werden, daf daraus nicht auf eine 
direkte Beziehung zwischen Pilzmasse und Saurebildung geschlossen 
werden kann. 

Unter den gegebenen Verhaltnissen erwiesen sich von den 34 unter- 
suchten Pilzstimmen 10 als ausgesprochen schlechte Saurebildner (in 
allen Fallen weniger als 500 cem n/10 KOH Gesamtaciditat je 100 com 
Nahrlésung): alle anderen bildeten zumindestens in einer von den drei 
untersuchten Nahrlésungen mehr als 23,5°%, (d.i. 


=~, 


mehr als 500 cem 
Gesamtaciditat) des verbrauchten Zuckers an Citronensaure. 
wurden bei Stamm 20 66,3 % erzielt. 

Wie die analytischen Bestimmungen ergaben, war die Hauptmenge 
der entstandenen Saure Citronensdéure. Gluconsaiure wurde 


Maximal 


Ofters, 
wenn auch zumeist nur in geringen Mengen gefunden. Auch Oxalsaure 
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Tabelle der Versuchsergebnisse. 





Nihrboden: 15% Rohrzucker; 0,1% KH, PO,; 0,025 Mg SO, 


> 0,2% N N 
Bl 0,2% NH, NO, jae a. o 0,64% Mg (NO,) 
Saure- m Mycel- Saure- - Mycel- Sa - m y 
ma a Tag bon cont <a l Tag pte ma rat m Tag . 
| 170 20 1,18 250 20 1,46 550 20 2,0) 
2 230 20 1,37 370 20 1,97 530 20 1.9 
3 580 20 te 650 12 3,0 600 18 2,75 
4 70 14 0,68 100 16 1,39 320 20 1.15 
5 220 14 2,52 80 8 3,34 220 10 2,58 
6 590 20 2,52 1320 14 1,47 1090 14 2,18 
7 170 20 335 180 20 1,76 410 20 1,3 
8 60 18 0,76 60 10 1,68 690 20 ®. 
9 240 20 2,35 170 14 3,2 410 20 1,; 
10 280 20 2,8 150 14 3,28 350 12 | 3,26 
11 210 20 2,8 140 10 3,31 420 16 3.1 
12 1010 20 1,65 1290 12 2,40 790 10 2,75 
13 580 18 2,19 240 16 2,43 110 12 1,32 
14 100 20 1,0 420 20 1,79 740 20 2,59 
17 530 20 1,9 820 12 2,77 680 10 1,53 
18 400 20 1,83 650 18 2,83 560 14 2,84 
19 60 16 0.67 710 16 2,53 760 16 2,20 
20 1260 20 1,47 1420 12 1,92 550 12 2,09 
21 700 20 1,44 630 12 1,2 240 12 1,89 
22 1190 16 1,25 380 14 1,04 340 12 2,53 
23 510 20 2,42 1160 12 1,95 880 10 1,78 
24 1040 20 1,72 280 14 2,62 290 10 2,62 
26 200 20 1,09 550 18 1,92 510 10 2,25 
27 1350 16 1,86 180 10 2,9 360 10 2,28 
28 130 20 0,86 350 20 2,05 540 20 2,13 
30 | 360 20 1,3 430 20 2,18 620 20 1,99 
31 290 20 2,3 150 14 2.99 350 18 2,4 
32 400 20 0,86 220 14 2,75 390 12 24 
34 260 20 1,9 360 14 2,67 220 10 2,2 
36 250 18 1,7 370 12 2,1 520 12 1.9 
37 70 12 0,7 360 18 1,6 300 18 0,9 
38 80 ie 2,7 70 12 2,0 880 18 2,0 
41 120 20 1,8 420 18 0,8 660 20 me 
42 570 20 1,99 510 8 oe 440 8 0,7 


In der Tabelle ist das Maximum der Saéurebildung und der Tag, ai 
welchem es erreicht wurde, angegeben; die Menge der Saure ist in cen 
n/10 KOH je 100cem Nahrlésung ausgedriickt. AuBerdem ist auch da- 
Pilztrockengewicht angefiihrt. 


trat manchmal in den Kulturfliissigkeiten auf: bemerkenswert ist, da|; 
diese Saiure hauptsichlich in den Nahrlésungen mit Mg(NOsg). als 
N- Quelle gefunden wurde. Dies diirfte mit der schon 6fters mitgeteilten 
Tatsache zusammenhangen, daB durch den Verbrauch des Nitrations 

obgleich die Lésung durch Ansaduern mit Salzsiure (1 eem n/10 HO! 
je 100 ccm Kulturfliissigkeit) auf ein niedriges py gebracht worde: 
war die Wasserstoffionenkonzentration so verandert wurde, da‘' 
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Oxalsiurebildung eintreten konnte. Bei einem Pilzstamm (28) war in 
Jlen untersuchten Kulturen Oxalsiure nachzuweisen. Es scheint sich 
in diesem Falle um einen ausgesprochenen Oxalsiurebildner zu handetn. 


Beschreibung der Versuche. 


Die Versuche wurden in 300 cem ,,Palex**-Erlenmeyer-Kolben mit je 
100 eem Nahrlésung durchgefiihrt. Als C-Quelle diente Rohrzucker (15°,,)?. 
der in Leitungswasser gelést wurde und dem folgende Nahrsalze in tiblichet 
Weise zugesetzt wurden: 

1. 0.2% NH,NO,; 0,1°, KH,PO,; 0,025°, MgSO,-7H,O oder 
2, dieselben Nahrsalze, aber unter Zusatz von 0,77°,, MgCl,- 6 H,O ode1 
3. 0,64°, Mg(NO,),-6H,O; 0,1°, KH,PO,; 0,025°, MgSO,- 7H,0O. 
Von jedem Ansatz wurden drei Parallelversuche gemacht. Zur Sterilisation 
wurde 1 Stunde im Dampftopf erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde jedem 
Kolben lecem n/l10 HCl hinzugefiigt und mit einer Sporensuspension der 
entsprechenden Staémme (2 cem je Kolben) beimpft. Das Alter der Kulturen. 
die zur Impfung verwendet wurden, schwankte zwischen 3 und 31 Tagen, 
da innerhalb dieses Zeitintervalls das Kulturalter keine Rolle spielt. Das 
Ausgangs-pu der Lésung betrug etwa 5,4. Die Entwicklung der Pilze wurde 
hei 30 bis 32° vorgenommen. 

Nach ungefahr 4 Tagen war in den meisten Fallen die Pilzdecke ge- 
schlossen; vom achten Tage an wurden jeden zweiten Tag je 2 cem der Nahr- 
lisung vorsichtig entnommen und mit n 10 KOH gegen Phenolphthalein 
titriert. Nach langstens 20 Tagen oder aber beim Absinken der Aciditat 
wurden die Versuche abgebrochen und analysiert. 

Die Bestimmungen in der Kulturfliissigkeit erfolgten in der iiblichen 
Weise: Citronenséure wurde ebenso wie Gluconsdure als Ca-Salz gravi- 
metrisch bestimmt, Oxalsiure durch Fallung als Ca-Oxalat und nach 
folgende Titration der Lésung desselben in Schwefelsiure mittels K MnO,. 
Der Restzucker wurde nach Bertrand bestimmt. Die Pilzernte wurde durch 
Trocknen der gut ausgepreBten Mycelien bei 95 bis 100° festgestellt. 


Zusammenfassung. 

1. Bei den 34 untersuchten Aspergillus niger-Stéimmen zeigte sich 
in 27 Fallen ein giinstiger EinfluB8 von Mg-Ionen (0.06 bis 0,092 °, Mg) 
auf die Saurebildung. 

2. Zumeist konnte augBer der Erhéhung des Sauremaximums auch 
eine Beschleunigung der Stoffwechselvorginge beobachtet werden: der 
Zucker wurde rascher verbraucht und mehr Pilzsubstanz gebildet. 

3. Die Hauptmenge der gebildeten Saure ist Citronensaéure. Da- 
neben entsteht in manchen Fallen auch Gluconsaure. 


4. Oxalséurebildung findet sich selten, hauptsiachlich jedoch bei 
Verwendung von Mg(NQs), als N- Quelle. 

5. Zehn Pilzstamme erwiesen sich unter den gegebenen Bedingungen 
als schlechte Saurebildner. 


1 Fir die freundliche Uberlassung gréfierer Zuckermengen sei den 


Zuckerfabriken Schoeller u. Co., A.-G., Prag, bestens gedankt. 
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Oxvdationen mittels Essigbacterien. 
VI. Mitteilung: 
Vergleichende Untersuchungen iiber die Bildung reduzierender Zucker. 
‘arbonsduren und die Darstellung von 2-Ketogluconsiure. 
Von 
K. Bernhauer und H. Knobloch’. 
(Aus dem Institut fiir Biochemie und Nahrungsmittelehemie der deutscie 
Hochsehulen in Prag.) 


(Eingegangen am 16, Oktober 1959. ) 


In einer fritheren Mitteilung wurde gezeigt, dab bei der Kinwirkuny 
von A. gluconicum auf Ca-Gluconat neben einer tiberwiegenden Menu 
5-Ketogluconsaure auch d-2-Ketogluconsaéure gebildet wird?.  Ferne: 
konnte auch das Auftreten der 1-Guluronséiure wahrscheinlich gemacht 
werden®. Die d-2-Ketogluconséure wurde mit Hilfe ihres gut kristall) 
sierenden K-Salzes isoliert und durch ihren Methylester und ihr Chi: 
oxalinderivat identifiziert. Die Bildung reduzierender Séuren mit 
wasserléslichen Ca-Salzen ist aber durchaus nicht eine besondere Eigen 
schaft des A. gluconicum. So laBt sich an Hand mancher in der Literatw 
beschriebener Beispiele zeigen, da neben dem auskristallisierende: 
Ca-5-Ketogluconat noch betrachtliche Mengen an Ca-Salzen andere: 
Oxosauren in Lésung bleiben. Vielfach sind gerade diese Verbindunge: 
vorherrschend 4, 

Die weitere Untersuchung unter Heranziehung  verschiedene: 
Essigbacterien zeigte auch tatsaichlich, daB zahlreiche Vertreter diese: 
Gattung befahigt sind, neben 5-Ketogluconsaéure reduzierende Saure1 
mit léslichen Ca-Salzen zu bilden§. 


Ein besonders intensiver Umsatz des Ca-Gluconats wurde unte! 


der Einwirkung des A. suboxydans erzielt. Dabei konnten gegen 60) 


der Theorie an 2-Ketogluconsaiure in Form ihres K-Salzes kristallisier' 
erhalten werden. 5-Ketogluconsdure wurde nur in sehr geringer Meng 
gebildet. Daneben traten noch andere reduzierende Sauren auf, unte! 
denen sich wahrscheinlich 1-Guluronsaure befand. 

' Fiir die Bereitstellung eines Stipendiums sei der Deutschen Fo) 
schungsgemeinschaft bestens gedankt. 2 Bernhauer u. Gérlich, die~ 
Zeitschr. 280, 367, 1935. 3 Takahashi u. Asai, J. Agric. Chem. Soi 
Japan 7, 1, 1931; 9, 351, 1933; Centralbl. f. Bakt. [I], 84, 193, 1931; Si 
385, 1933; Bernhauer u. Irrgang, diese Zeitschr. 280, 360, 19385; Bernhaw 
u. Gérlich, 1. e. 4 Vel. dazu die tabellarische Zusammenstellung voi 
Bernhauer, Ergebn. d. Enzymforsch. 7, 262, 1938. — ® Vgl. auch die vor 
laufige Mitteilung von Bernhauer u. Knobloch, Naturwiss. 26, 819, 193s 
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Auch bei der Einwirkung von A. suboxydans auf K-Gluconat ent- 
standen reduzierende Sauren in betrachtlichen Mengen (in einem Falle 
wogar 98,6 ° der Theorie). Die Lsolierung des K-Salzes der d-2-Keto- 
vluconsdure ist in diesem Falle vereinfacht. da die Umsetzung des 
(a-Salzes mit Kaliumcarbonat wegfallt. 

A. suboxydans muciparum wandelt sowohl das Ca- wie auch das 
K-Salz der d-Gluconsaure hauptsachlich in 5-Ketogluconat um. Wahrend 
bei diesen beiden Bacterien die giinstigste Konzentration fiir die Um- 
setzung bei 5°, liegt, zeigt sich, daf A. gluconicum IIL in 15° 
Losung von K-Gluconat die besten Ausbeuten liefert. Die Beobachtung, 
da} bei tieferen Konzentrationen eine Verschiebung des py-Wertes 
yegen den alkalischen Bereich stattfindet, laBt darauf schlieBen, dal 


rer 
_igel 


dabei die Oxydation vorwiegend zu CQ, fiihrt. 

Im Gegensatz zu den Versuchen mit Gluconaten fand bei An- 
wendung von Glucose in Gegenwart von CaCO, die Umsetzung durch 
A. suboxydans und A. suboxydans muciparum in gleicher Richtung 
statt, wobei vornehmlich die 5-Ketosadure auftrat. Dieses unterschied- 
liche Verhalten kénnte damit zusammenhangen, das trotz Anwesenheit 
von CaCQsg ein tieferes py in der Kulturlésung herrscht, als bei Ver- 
wendung von Ca-Gluconat. Der EinfluB der Wasserstoffionenkonzentra- 
tion auf den weiteren Abbau der Gluconsdure zeigt sich auch bei der 
Umsetzung der Glucose in saurer Lésung. In diesem Falle werden nur 
geringe Mengen an Ketosauren gebildet (12 bis 20°, der Theorie). Es 
hat den Anschein, als ob jene Enzyme, die die Dehydrierung der Glucon- 
siure katalysieren, in saurer Lésung ungiinstig beeinfluBt werden, 
doch waren dieselben wenn auch in geringerem AusmaBe — wirksam. 
Nach Butlin! besaBen dagegen Bakterien, die auf saurem Medium ge- 
wachsen waren, tiberhaupt nicht die Fahigkeit, Gluconsiure weiter zu 


oxydieren. Wiahrend der sehr langen Versuchsdauer in obigen Ver- 
suchen scheinen daher die Bacterien im Sinne der adaptiven Enzym- 
bildung nach Karstrém2 das Vermégen zur weiteren Oxydation der 


Gluconséure erlangt zu haben. 

Bemerkenswerterweise wurde auch Ca-Mannonat durch Essig- 
bacterien unter Bildung reduzierender Zuckercarbonsauren oxydiert. 
Es konnte wahrscheinlich gemacht werden, daB dabei, wie zu erwarten, 
2-Ketoglucon-( 2-Ketomannon-)saure entstand. Die Bildung von 
5-Ketomannonsiure nachzuweisen gelang nicht, obwohl dieselbe in 
Analogie zum Abbau der Gluconsiure gleichfalls auftreten diirfte. 
Versuche, d-Galaktonsiure durch Essigbacterien zu dehydrieren, 
fiihrten nicht zu reduzierenden Zuckercarbonsauren. 


1 Butlin, Biochem. J. 30, 1870, 1877, 1936. * Karstrém, Ergebn. 
d. Enzymforsch. 7, 350, 1938. 
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Untersuchungen tiber die Gewinnung von Oxosduren der Zucke 
reihe mittels des Durchliiftungsverfahrens, das sich bei anderen Uy) 
setzungen mit Essigbacterien bewahrt hat!, sind im Gange. Es gelayy, 
auch tatsachlich, auf diesem Wege eine weitere Dehydrierung de 
Gluconsdure zu erzielen; von entscheidender Bedeutung war dabe; 
jedoch die Art der Vorziichtung der Bacterienkulturen. Demniichs 
soll dariiber ausfiihrlich berichtet werden. 


Beschreibung der Versuche. 


Bacterien*. 1m tolgenden ist die Herkunft der verwendeten Bacterie 
angefiihrt und bei einigen eine kurze Charakteristik derselben gegeben. [x 
vielfach die Erfahrung gemacht wurde, daB von der gleichen Bacterienar 
je nach Herkunft und Ziichtungsbedingungen oft verschiedene Variante: 
auftreten, wurden manchmal auch Stamme der vleichen Art zur Unte) 
suchung herangezogen. 

A. gluconicum |: Aus der Sammlung des hiesigen Laboratoriums, vor 
einigen Jahren von S. Hermann erhalten. Im mikroskopischen Bild 
zeigte dieses Bacterium hauptsichlich Diplokokken. Mitunter sind die Zelle1 
auch kettenférmig aneinandergereiht ; dabei handelt es sich vielleicht um ei: 
auBeres Zeichen von Degenerationserscheinungen, die gleichzeitig mit eine: 
Anderung des Oxydationsvermégens verbunden sind. Bei Ziichtung dei 
Bacterien in Hefewasser-Glucose bildet sich ein zartes Hautchen an ce: 
Fliissigkeitsoberflache, das nach 14 bis 20 Tagen zu Boden sinkt und ei 
schwach fleischfarbenes Sediment bildet. 

A. gluconicum IT: Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut de: 
Universitit Wien. Morphologisches Bild wie oben. Kettenfé6rmige Zell 
kolonien sehr selten. 

A. suboxydans: Von Dr. K. R. Butlin, der es vorher von Prof. D1 
Kluyver, Delft, erhalten hatte. Im mikroskopischen Bild gleichfalls haupt 
sichlich Diplokokken, manchmal auch einige Zellen etwas vergréBert. bh 
Glycerin-Hefewasser sind die einzelnen Zellen des 6fteren etwas lang 
gestreckt, aber auch meist paarweise vereinigt. An der Fliissigkeitsobe: 
flache bildet sich eine zarte Haut, die spater zu Boden sinkt. 

A. suboxydans muciparum: Von Prof. Dr. Kluyver, Delft. Der Nanv 
dieser Subspezies stammt von der eigentiimlich schleimigen Beschaffenhei! 
der Kulturen auf Bierwiirzeagar. Mikroskopisches Bild: Kurze stabchen 
férmige Zellen, mitunter auch in drei- bis viergliedrigen Ketten angeordnet 
In alten Kulturen éfters auch sehr stark vergréBerte Zellen, die auch spinde!| 
fé6rmige Gestalt haben kénnen. Charakteristisch fiir den Stamm ist dis 
Kristallisation von Ca-5-Ketogluconat in Bierwiirzee garkulturen mit Kreid 
Hautbildung in Hefewasser-Glucose nicht vorhanden. 

A. acetosum: Aus der Sammlung des Instituts fiir Garungsgewer! 
Berlin. Mikroskopisches Bild: Kurze Stabchen, daneben auch rundlicly 


' Wells, Stubbs, Lockwood u. Roe, ind. Eng. Chem. 29, 1385, 1937 
vgl. auch Hann, Tilden u. Hudson, Amer. Soc. 60, 250, 1938. — ? Die fii 
die Untersuchung verwendeten Essigbacterien stammten entweder au: 
mikrobiologischen Sammlungen oder wurden von verschiedenen Autoren 
zur Verfiigung gestellt. An dieser Stelle sei allen oben Genannten fiir ih 
freundliches Entgegenkommen bestens gedankt. 
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formen. Hautbildung auf Bierwiirze deutlich: Haut nicht kompakt, sinkt 
beim Sechiitteln und in alten Kulturen leicht zu Boden. 
. xylinum IT: Aus dem Institut fiir Gaérungsgewerbe, Berlin. 
. xylinoides IT: Herkunft wie zuvor. 
. xylinum IT: Aus der ehemaligen Przibramschen Sammlung, Wien. 
xylinoides II: Herkunft wie zuvor. 
. Pasteurianum [: Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe, Berlin. 
Pasteurianum IT: Aus der ehemaligen Przibramschen Sammlung, 


Kiitzingianum: Herkunft wie zuvor. 

A. ascendens: Aus der Sammlung des Bact. Instituts der Preufs.- 
Versuchs- und Forschungsanstalt fiir Milechwirtschaft, Kiel. 

A. orleanense: Herkunft wie zuvor. 

A. dioxyacetonicum: Herkunft wie zuvor. 

A. Kefir: Herkunft wie zuvor. 

A. peroxydans: Von Prof. Dr. Kluyver, Delft. 

Die Fortziichtung der Bacterien erfolgte entweder in Hefewasse1 
Glucose oder in manchen Fallen auch in Bierwiirze von 8° Blig. unter 
jusatz von 2°,, Alkohol. Solehe Kulturen dienten auch zur Impfung der 
Versuchsansiitze (meist 4cem Impffliissigkeit fiir 100 cem des Ansatzes). 
Das Alter der Impfkulturen betrug maximal 20 Tage: zumeist wurden aber 
ganz Junge Kulturen (2 bis 3 Tage alt) verwendet. 

Versuchsreithe 1. Vergleich der Einwirkung einiger Bacterien auf 
Glucose. Verwendung von je 20 Erlenmeyer-Kolben (Palex, 300 cem Inhalt) 
mit je 50cem Nihrlésung fiir jedes Bacterium. Nahrlésung: 5°, Glucose 
Merck, puriss.') in Hefewasser (entsprechend 5°,, PreBhefe). Sterilisation 
ind Impfung in tiblicher Weise. Temperatur: 23 bis 26°. Der Oxydations- 
verlauf wurde durch Entnahme von Proben und Bestimmung des Reduktions- 
vermégens und der Aciditaét verfolgt. Versuchsdauer 90 Tage. 

Aufarbeitung (nach Vereinigung der zusammengehdérigen Kultur- 
iliissigkeiten): Bestimmung der gebildeten Séuren durch Titration mit 
n/10 KOH. Feststellung der unverbrauchten Glucose durch Vergirung 
einer Probe mit Reinzuchthefe im Lohnsteinschen Saccharometer.  Er- 
mittlung des Gesamtreduktionsvermégens nach Bertrand. Ein aliquoter 
leil wurde mit CaCO, und schlieBlich mit Kalkwasser (gegen Phenol- 
phthalein) neutralisiert. Die nach langerem Stehen ausgeschiedenen Ca-Salze 
wurden abgesaugt und ausgewaschen; nach dem Lésen in 20°,iger HC! 
wurde das Reduktionsvermégen dieses Anteiles ermittelt. So wurde die 
Menge an 5-Ketogluconsiure bestimmt. Aus dem RKReduktionsvermégen 
der urspriinglichen Lésung nach Abzug der Restglucose und des fiir 5-Keto- 
gluconsaéure ermittelten Wertes ergibt sich die Menge an sonstigen redu- 
zierenden Sauren. Die in der geschilderten Weise ermittelten Ergebnisse 
sind in Tabelle I wiedergegeben (in °,, der Theorie, bezogen auf angewandte 
Glucose ). 

Versuchsreihe 2. Kinwirkung der gleichen Bacterien wie zuvor aut 
Glucose in Gegenwart von CaCO, (2,5°.): Ansatz im tbrigen wie zuvor. 
CaCQO,-Zusatz in keimfreiem Zustand nach dem Sterilisieren der Kultur- 
fliissigkeiten. Versuchsdauer und Aufatbeitung wie oben. 


! Fir die kostenlose Uberlassung gr6éBerer Mengen Glucose sowie 
inderer Zucker sei auch hier der Firma FE. Merck, Darmstadt. der I. G. 
Farbenindustrie A.-G.. und der Industrie-A.-G. Kasniau bestens gedankt. 





K. Bernhauer u. H. Knobloch: 


Tabelle I. 





A. subox ydans 


sacteri A. gluconic A. suboxydans . 
Bacterium A. gluconicum I A. su ydan muciparum 


Gluconsaure 79 
5-Ketogluconsaure .. 8 
Andere reduzierende 

Zuckercarbonsauren 4,4 4,4 2 
Restglucose 18,7 4,4 10 


Ergebnis: A. gluconicum und acetosum bildeten in diesem Falle jib: 
haupt keine 5-Ketogluconséure, A. suboxydans 36,8°,, und A. suboxyda; 
muciparum 31,7°,. Unter diesen Versuchsbedingungen verhielten < 
daher beide Bakterien annahernd gleich. 

Versuchsrethe 3. Einwirkung derselben Bacterien wie zuvor aut | 
Gluconat (5°,) in Hefewasser (wie oben). Versuchsansatz im iibrige: 
analog. Versuchsdauer 90 Tage. Aufarbeitung sinngemaéB wie bei Versuch: 
reihe 1. Die ermittelten Werte fiir 5-Ketogluconsaéure und andere red) 
zierende Zuckercarbonsauren sind in °,, der Theorie in Tabelle TT wiede: 
gegeben. 

Tabelle II. 





A. suboxydans A 


Bacterit A. i A. suboxydans . . acetos 
acterium A. gluconicum I. A. suboxydan muciparum acetosul 


5-Ketogluconsaure .. 9,3 59,6 

Andere reduzierende 

Zuckercarbonsauren 32,3 66,0 30,3 Spuren 
Summe 41,6 67,9 89,6 Spuren 


Bei den Versuchen mit A. suboxydans muciparum war bemerkenswert 
daB manche Kulturfliissigkeiten hell gefarbt und manche dunkelbraw 
waren. Nur in den letzteren war Abscheidung von Ca-5-Ketoglucona! 
eingetreten und auch nur diese zeigten Reduktionsvermégen gegeniibe: 
Fehlingscher Lésung. In den heligefarbten Nahrlésungen war iiberhaup' 
keine Umsetzung nachweisbar, obwohl gleichfalls Bacterienentwicklung 
stattgefunden hatte. Diese Beobachtung wurde spater noch in zahlreiche: 
Versuchen bestatigt. 

Die Kulturfliissigkeit aus den Versuchen mit A. suboxydans wurd 
nach Durchfiihrung der Analysen zur praparativen Gewinnung von 2-ket 
gluconsaurem Kalium benutzt. Dabei wurde ebenso vorgegangen wit 
weiter unten beschrieben und es konnten 25°,, der Theorie an Kaliun 
2-Ketogluconat in kristallisierter Form isoliert werden. Auch die unte! 
der Einwirkung von A. suboxydans muciparum erhaltenen Nahrlésunget 
gaben bei der gleichen Behandlung K-2-Ketogluconat. allerdings 1 
4°, der Theorie. 

Versuchsrethe 4. KEinwirkung von A. suboxydans auf Ca-Glucone! 
Eine gr6Bere Anzahl Houle-Kolben (2 Liter Inhalt), mit je 300 cem Nal: 
lésung (5°,, Ca-Gluconat in Hefewasser) wurde mit je 20cem einer 2 Tay 
alten Glucosekultur des Bacteriums geimpft. Temperatur 26 bis 2s 
Versuchsdauer 70 Tage. Ein Teil der Versuche wurde steril beliiftet. wo! 
das Luftzufuhrrohr unmittelbar oberhalb der Fliissigkeit endete. |) 
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Oxydationsverlauf wurde durch zeitweise Entnahme von Proben und 
Bestimmung des Reduktionsvermégens verfolgt. 

Ergebnis: Es zeigte sich kein wesentlicher Unterschied zwischen den 
heliifteten und nicht beliifteten Kulturen, doch waren im ersten Falle mehr 
Versuche durch Fremdorganismen infiziert. Es wurden 76°,, des angewen 
deten Ca-Gluconats in reduzierende Séuren mit léslichen Ca-Salzen iiber 
vefiihrt, und zwar, wie die weitere Aufarbeitung zeigte, vornehmlich in 
2. Ketogluconsaure. 

Isolierung der 2-Ketogluconsaure mittels thres Kaliumsalzes: Zunachst 
wird die Fliissigkeit durch Zusatz von etwas konzentrierter Pb-Acetat 
lésung enteiweibt. Der dabei entstehende meist sehr geringe Niederschlag 
reduzierte Fehlingsche Lésung, doch wurde eine nahere Untersuchung 
desselben nicht vorgenommen. Nach der Entfernung des Bleis mit H,S 
und Filtration wird die Lésung im Vakuum eingeengt, um noch die letzten 
Reste des Ca-5-Ketogluconats zur Abscheidung zu bringen. Nach dem 
Abtrennen eines eventuell entstandenen Niederschlags wird die Lésung 
etwas verdiinnt und durch Zusatz von Pottasche unter strenger Vermei 
dung eines Uberschusses — vom Calcium befreit. Nach dem Abfiltrieren 
des CaCO, wird die Lésung durch Verdampfen im Vakuum auf ein kleines 
Volumen gebracht, dann mit Athanol bis zu einer eben bestehenbleibenden 
Triibung versetzt, mit etwas K-2-Ketogluconat angeimpft und iiber Atz- 
natron im Vakuum eindunsten gelassen. Nach einigen Tagen tritt meist 
Kristallisation ein. Sollte dies nach langerer Zeit nicht der Fall sein, so 
verdiinnt man nochmals mit etwas Wasser und wiederholt den ganzen 
Vorgang. Bei einiger Ubung gelingt es so, 70 bis 75°, der analytisch fest 
gestellten reduzierenden Ca-Salze, die sich in Lésung befinden, in Form des 
K-2-Ketogluconats zu isolieren. 

Versuchsreihe 5. Vergleich der Einwirkung verschiedener ° Essig 
bacterien auf Ca-Gluconat. In Preiss-Kolben von 100 cem Inhalt wurden 
je 30 cem Nahrlésung (wie oben) bei 26 bis 28° der Einwirkung verschiedenet 
Essigbacterien ausgesetzt. Kontrolle des Oxydationsverlaufs durch Ent- 
nahme von Proben und Bestimmung des Reduktionsvermégens. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle II] wiedergegeben (in °,, des angewendeten 
Ca-Gluconats). 

Versuchsreihe 6. Eimwirkung von A. suboxydans auf K-Gluconat. Die 
Versuchsanordnung war die gleiche wie in Versuchsreihe 4. Nahrlésung: 


Tabelle III. 





_ Loésliche reduzierende Abscheidung von Versuchsdauer 
Bacterium Ca-Salze Ca-5-Ketogluconat Tage 


xylinoides I[.... 31 gering 2] 
xylinoides II... 34 gering 21 
xylinum [..... 4,5 stark 2] 
xylinum II .... 14 stark 2] 


Pasteurianum I i 0 70 


Pasteurianum IT 0 21 
Kiitzingianum. . 0 70 
peroxydans .... 0 70 
ascendens 0 70 
orleanense 2 0 70 
0 70 
0 70 


PPPS eee eee ep 


dioxyacetonicum 
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4 K-Gluconat! und 1°, Gluconsiure? in Hefewasser. Anfangs-py 4.) 
Die Impfung erfolgte mit je 5 cem einer dreitagigen Kultur des Bacterium: 
im gleichen Nahrmedium. Temperatur 26 bis 28°. Verfolgung des Versuch: 
verlaufs in iiblicher Weise. Versuchsdauer 80 Tage. End-py 4,2. 

Ergebnis: Die analytische Aufarbeitung ergab 75,8°, der Theorie « 
reduzierenden Sauren und 4°,, der Theorie an Essigséure. Zur praparative: 
Isolierung des K-2-Ketogluconats wurde sinngemaB wie in Versuchsreihe 4 
verfahren. Es wurden so in drei Fraktionen (30, 8 und 6g) insgesamt 44 9 
kristallisiertes K-2-Ketogluconat erhalten, also 58.8°, der Theory 
(75,2 °, der analytisch festgestellten reduzierenden Séure). 

Versuchsrethe 7.  Einwitkung von A. suboxydans muciparum aut 
K-Gluconat. Es wurde genau so vorgegangen wie in Versuchsreihe 6 
Versuchsdauer 75 Tage. Zur Bestimmung der Menge an entstandene: 
5-Ketogluconsiure wurde die Lésung mit Ca-Acetat umgesetzt. wobei sich 
das schwerlésliche Ca-5-Ketogluconat ausschied. 

Ergebnis: Gesamtmenge an reduzierender Séure 43,1°,, der Theork 
davon 20,9°,, der Theorie als 5-ketoghuconsaures Ca isoliert. 
7.1°,, der Theorie. 


aa 
Essigsiiurs 


Versuchsrethe S. Vergleich der Einwirkung einiger Bacterien aut 
K-Gluconat in verschiedenen Konzentrationen. Versuchsansatz: je 50 cen 
Nahrlésung (K-Gluconat gemaB Tabelle TV in Hefewasser) in 300 ecm 
Erlenmeyer-Kolben (,,Palex**-Glas). Temperatur 26 bis 28°. Impfung mit 
4 Tage alten Glucosekulturen der Bacterien. Versuchsdauer 64 Tag 
Analytische Aufarbeitung wie zuvor. Anfangs-py 4,1. 

Ergebnis: Wahrend die Anwendung héherer Konzentrationen (bereit~ 
10°.) bet A. suboxydans und A. suboxydans muciparum sich als ungiinstig 


Tabelle IV. 








| Versuchsansatz Analysenwerte 

Organismen K-Gluconat Gluconsiure — - 
% % % der Theorie 

4 1 61,8 3,6 
A. suboxydans 8 : 26,4 3,5 
muciparum L2 3 0,0 4,4 
’ 1b 4 0,0 4,2 
4 1 98,6 3,5 
8 2 61,9 3,5 
\. suboxydans 12 3 0.0 4.5 
16 4 0,0 4,1 
4 1 14,7 7,8 
’ 8 2 29.4 7.4 
A. gluconicum IT | 19 3 62.9% 47 
| 16 4 14,5 4,6 


Davon konnten etwa 40°, als Ca-Salz der 5-Ketogluconsiure isoliert werden; der Rest 
entfillt auf andere reduzierende Zuckercarbonsauren. 


' Hergestellt durch Umsetzung von Ca-Gluconat mit K-Carbonat 
Beim Einengen des Filtrats im Vakuum scheidet sich das K-Salz kristallisiert 
aus. * Gewonnen aus sirupéser Gluconséure (aus Ca-Gluconat + H,50, 
durch Behandlung mit Aceton, gemaB D. R. P. Nr. 564434 (1931). 
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rwies, gaben bei A. gluconicum I] gerade héhere Konzentrationen (15°,,) 
lie besten Ausheuten. Bei tieferen Konzentrationen verliuft die Oxydation 
ei diesem Organismus wohl in anderer Richtung, wie der auBerordentliche 
Sprung im pu-Wert zeigt (wahrscheinlich vornehmlich unter Bildung 
yom CQ,). 

Versuchsrethe 9. EKinwirkung verschiedener Bacterien auf Ca-Mannonat. 
Versuchsansatz: Je 50cem Nahrlé6sung in 300 ecm-Erlenmeyer-Kolben 
..Palex-““Glas). Infolge der geringen Léslichkeit des Ca-Mannonats wurden 
nur 2°,ige Lésungen angewendet. Temperatur 23 bis 26° Versuchs- 
dauer 80 Tage. 

Ergebnis: A. acetosum bildete fast gar keine reduzierenden Substanzen. 
Hei A. gluconicum I schwankte die Menge an reduzierenden Siuren zwischen 
lQund 50°,, der Theorie. A. suboxydans setzte das Ca-Mannonat zu durch- 
schnittlich 50°, der Theorie in reduzierende Séiure um, A. suboxydans 
muciparum zu etwa 65°... Schwerlésliche Ca-Salze konnten nicht erhalten 
werden, wohl aber nach der Umsetzung mit K,CO, K-Salze, die sich analog 
2-Ketogluconat verhielten. 

Weiterhin wurde eine Gewéhnung der Bacterien an Ca-Mannonat 
unter Anwendung von Passagen versucht. Dabei konnte wohl eine gewisse 
Beschleunigung des Umsatzes erzielt werden, nicht aber eine wesentliche 
Steigerung der Ausbeuten an reduzierenden Séuren. 

Es konnte auch beobachtet werden, dali Alkalisalze der Mannon- 
sure unter Bildung reduzierender Situren umgesetzt werden, doch waren 
lie erhaltenen Ausbeuten geringer als bei Anwendung des Ca-Salzes. Freie 
Mannonsaéure wurde nur in sehr geringem Ausmals verandert. 


Zusammenfassung der Versuchsergebnisse. 

1. Es konnte gezeigt werden, da durch eine grobe Zahl ver- 
schiedener Essigbacterien aus Ca-Gluconat neben 5-Ketogluconsaure 
oft in iiberwiegender Menge auch andere reduzierende Zuckercarbon- 
siuren gebildet werden. 

2. Insbesondere A. suboxydans erwies sich zur Bildung von d-2- 
Ketogluconséure aus Ca- bzw. K-Gluconat bestens befihigt. Es konnten 
bis gegen 60 %% der Theorie an K-2-Ketogluconat in kristallisierter Form 


isoliert werden. A. suboxydans muciparum bildete dagegen unter den 
gleichen Bedingungen vorwiegend d-5-Ketogluconséure (etwa 60° der 
Theorie). 

3. Bei der Einwirkung dieser beiden Bacterien auf Glucose in 
Gegenwart von CaCQg zeigte sich jedoch kein wesentlicher Unterschied 
im physiologischen Verhalten. Es entstanden in beiden Fallen etwa 
35% 5-Ketogluconsaure. 


4. Glucose in saurer Lésung wurde nur in verhaltnismaBig ge- 
ringem Ausmaf in reduzierende Zuckercarbonsauren tibergefiihrt. 

5. Aus Ca-Mannonat wurden gleichfalls reduzierende Sauren er- 
halten, unter denen die Anwesenheit von d-2-Ketogluconséure wahr- 
scheinlich gemacht werden konnte. 





Uber den Antithrombingehalt des Blutes 
im anaphylaktischen Zustand. 
Von 
H. Dyekerhoff und G. Ruhl, 


(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen. ) 


(Eingegangen am 19. Oktober 1939.) 


Es muB heute als auBber Zweifel angesehen werden, das der de 
Blutgerinnung zugrunde liegende ProzeB der Umwandlung = «es 
Fibrinogens in Fibrin durch organische Katalysatoren erfolgt, da\} 
mithin-die Blutgerinnung als ein echter Fermentprozef' angesele 
werden mub, dessen Enzym allgemein als Thrombin beschrieben worde) 
ist?. Bei der Betrachtung blutgerinnungshemmender Substanze 
miissen deshalb in erster Linie alle die Punkte Beachtung finden, welche 
bei Fermenthemmungen im allgemeinen zu_ beriicksichtigen sind ®. 


Im Falle der Blutgerinnung st6Bt man bei derartigen Uberleguiyes 


auf besondere Schwierigkeiten, weil die Untersuchung der reaktions 
kinetischen Vorgange beim Blutgerinnungssystem dadurch besonders 
erschwert ist, da weder der Substratumwandlungsprozeh chemisch 
bekannt ist, noch das Substrat iiber eine Stabilitat verfiigt, die eine 
ausreichende Untersuchungsbreite moéglich erscheinen liBt. Die Frage 
ob etwaige Hemmungsko6rper die Bildungsgeschwindigkeit des Substrat 
fermentkomplexes oder dessen Zerfallsgeschwindigkeit herabsetzen. ist 
daher unseres Erachtens nach dem heutigen Stande der Wissenschaft 
noch nicht eindeutig zu beantworten. 

Die Betrachtung des Thrombins als an sich aktives+, im Gefais 
system durch das vorhandene Milieu gehemmtes Ferment. schlietit 
jedoch die in der Literatur immer wieder auftauchende und verwirren«: 
Kinteilung der natiirlichen Gerinnungshemmer in Antithrombin und 
Antiprothrombin aus, denn dieser Betrachtungsweise wiirde die Vor 
stellung zugrunde liegen, daf entsprechend der klassischen Vorstelluny- 
welt in der Blutgerinnungslehre® sich das Ferment aus dem Proferment 
bildet. 

Zur naheren Erlauterung dieser Zustande sei auf die Begriffs 
verwirrung hingewiesen, die beztiglich des Howellschen Heparin 
herrschte und trotz Darstellung kristallisierter Salze dieses Ant 


' E. Woéhlisch, Naturwiss. 38, 515, 1936. * Derselbe, Krgebn. 
Physiol. 28, 522, 1929. 3 Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungei. 
5. Aufl., 1, 12, Leipzig 1926. * Dyckerhoff u. Kiirten, diese Zeitsci:: 
284. 111, 1936. 5 Wohlisch, Ergebn. d. Physiol. 28, 1, 456, 1929. 
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thrombins noch herrscht. Howell selbst sah zunachst in seinem Heparin 
einechtes Antithrombin, d. h. einen Antagonisten des fertigen Thrombin- 
ferments: dann glaubte er, daB Heparin die erste Phase der Blut- 
gerinnung, also, entsprechend der klassischen Blutgerinnungslehre!, die 
Thrombinbildung verhindere, daB das Heparin also als Antiprothrombin 
zu bezeichnen sei. Aber auch diese Auffassung verlieB Howell auf Grund 
seiner Weiteren experimentellen Studien wieder zugunsten der Annahme, 
daS das Heparin zwar ein Antithrombin an sich darstelle, daneben aber 
noch die Fahigkeit besitze, aus einem bluteigenen Proantithrombin ein 
\ntithrombin zu bilden?. Dab diese groBe Verwirrung schon auf rein 
theoretisch-spekulativem Gebiet die experimentelle Auswertung der 
vefundenen Ergebnisse erschwerte, ja nahezu unmdéglich machte, ist 
leicht einzusehen. So fiihrte die Chertragung dieser Vorstellungswelt 
auf eine im Tierk6rper durch die mannigfachsten Injektionen hervor- 
yverufene Veranderung im Blutgerinnungssystem in keinem Falle zu 
einer eindeutigen Auffassung. Selbst beziiglich des am meisten studierten 
..Peptonblutes** gehen die Meinungen der einzelnen Autoren? ungeheuer 
weit auseinander. Ohne das im einzelnen belegen zu wollen, seien hier 
die Worte angefiihrt, die EL. Wéhlisch in seiner oben zitierten Mono- 
graphie gebraucht: ,,.Wir sehen, daB von einer Aufklarung der Grund- 
eigenschaften des Peptonblutes einstweilen noch nicht die Rede sein 
kann. Ebenso miissen unsere Kenntnisse vom Wesen und der Wirkung 
des sogenannten Antithrombins als auBberst ergainzungsbediirftig be- 
zeichnet. werden.” 

Fast mit den gleichen Worten kénnte man die Ansichten einzelner 
Forscher tiber Blutgerinnung und Anaphylaxie charakterisieren*. Man 
findet Gerinnungszeitverlangerung® und -verkiirzungen ® beschrieben. 
Einen wichtigen Befund, der auch von Wéhlisch besonders betont wird. 
hat Strauser? erhoben, der cine schockverhiitende Wirkung des Heparins 
hei anaphvlaktischen Tauben beschrieben hat. 

Wir haben uns nun die Frage vorgelegt, wie weit im anaphylakti- 


schen Tier Anderungen im Blutgerinnungssystem gemessen werden 
kénnen. (Zunachst haben wir unsere Untersuchungen nur an Kaninchen 
als Antithrombinbildnern durchgefiihrt.) Die Méglichkeit einer der- 


' Wohlisch, Ergebn. d. Physiol. 28, 1, 456, 1929. — * W. H. Howell, 
Arch. intern. Physiol. 18, 269, 1921; Ber. Physiol. 11, 402, 1922; Amer. 
J. Physiol. 68, 434, 1922/23; 71, 553, 1924/25. 3 Literatur siehe bei 
Woéhlisch, |. ce. S. 526ff. — 4 Wohlisch, |. ¢. S. 588. 5 R. Salomon u. 
W. Oppenheimer, Wochenschr. f. Geburtsh. 59, 123, 1922; I. Salvioli, Arch. 
ital. Biol. 42, 250, 1926: Zentralbl. f. Physiol. 19, 612, 1905; M. Arthus, 
Arch. intern. Physiol. 7, 471, 1909; 9, 156 u. 179, 1910. 6 R. Salomon, 
l.e.; J. Modovan, M. Zolog u. R. Tirica, C. rv. Soc. Biol. 88, 937, 1923: Ber. 
Physiol. 20, 222, 1923. — * P. Kyes u. E. R. Strauser, J. of Immun. 12, 
419, 1926; Ber. Physiol. 40, 295, 1927. 
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artigen Feststellung steht und fallt mit der angewandten Mebmethoc, 
Die Messung der Blutgerinnungszeit haben wir nach einer kiirzlich \ 
H. Dyckerhoff und Mitarbeitern! beschriebenen Methode durchgef hr: 
die zweifellos sicherere Ergebnisse erwarten laBt als die bisher benutzte: 
Verfahren. 

Hiernach zeigt es sich, daB Kaninchen, die mit einer Reihe 
Proteinen anaphylaktisch gemacht worden waren, ihre Blutgerinnuny. 
zeiten unverandert beibehalten. 

Trotzdem hat sich im Blute dieser Tiere Antithrombin tiber da. 
normale Ma hinaus gebildet. Um dies exakt nachweisen zu k6nne: 
haben wir uns zweier Methoden bedient, deren Empfindlichkeit za; 
verschieden ist, deren Versuchsergebnisse jedoch vollstandig iiberci: 
stimmen. Im einen Falle untersuchten wie die Hemmungskraft ant 
thrombinhaltigen Serums bei Zusatz zum Gerinnungssystem Oxal:? 
plasma —Calcium und im anderen Falle beim Gerinnungssystem Magi 
siumsulfatplasma —Thrombin, wobei wir als Ferment ein nach Dyckerho/ 
und Kiirten? hergestelltes, jahrelang haltbares und ziemlich reine: 
Trockenthrombin in wasseriger Lésung benutzten. 

Beide Methoden zeigten klar, daB im anaphylaktischen Zustai 
im Kaninchenblut stets die hemmende Kraft erhitzten, mithin vo 
seinem Eigenthrombin befreiten Serums? gegeniiber dem Norma 
zustand bedeutend erhéht ist, daB also zweifellos durch haufige Eiwei! 
injektionen ein Antithrombin gebildet worden ist, dessen Wirkung sic! 
allerdings, zumindest nach unserer Methode gemessen, in der Blu 
gerinnungszeit der Versuchstiere nicht manifestiert. 

Um nun zu sehen, ob dieses Antithrombin durch die bei jede: 
Seruminjektion in den Kreislauf gebrachten Serumthrombinmenge: 
oder durch etwaiges Serumeiwei®B gebildet wurde, haben wir einestei!s 
Casein, anderenteils Thrombin und Papain als Anaphylaxieerrege: 
benutzt. Die Versuche zeigten, dafB in allen Fallen Antithrombu 
gebildet wird, womit nicht einem Ferment, sondern Proteinen allgeme:: 
die ja auch in den Fermenten reichlich vorhanden sind, antithrombi 
bildende Eigenschaften im Tierkérper zugeschrieben werden miisse: 

Wir haben uns auch die Frage vorgelegt, ob das gebildete An‘ 
thrombin nur das Gerinnungsferment der eigenen Art in seiner Wirkun: 
beeintrachtigen kann. Dabei sind wir zu der Feststellung gekommn« 
da® das Thrombinferment aller untersuchten Tiergattungen durch da- 
Antithrombin, welches durch Injektionen mannigfacher EiweiBk6rpe: 
im Kaninchen gebildet wird, stets deutlich gehemmt wird. Wir halte: 


1 Dyckerhoff, Goossens u. Schwantke, Zeitschr. tf. exper. Med. 105 


145, 1939. — ? H. Dyckerhoff u. Kiirten, diese Zeitschr. 284, 111, 1936. 
3 Oppenheimer (Die Fermente usw.), Ll. c. 2, 1169. ' Derselbe, eben 
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daher eine Artspezifitat des gebildeten Antithrombins nicht fiir gegeben, 
wie wir auch aus diesen Versuchen schlieBen zu kénnen glauben, dab 
ebenso dem Thrombinferment eine Artspezifitaét nicht zugeschrieben 
werden darf. 

So scheint es uns sichergestellt, da der anaphylaktische Zustand 
stets begleitet ist von der Bildung eines Antithrombins in der Blutbahn. 
Das jedoch mit dieser Feststellung irgendwelche theoretische Vor- 
stellungen tiber das Wesen der Anaphylaxie verbunden werden, scheint 
uns verfriiht, aber dann méglich, wenn einerseits der Zusammenhang 
zwischen dem mengenmabigen Vorhandensein des Antithrombins und 
der Schwere des anaphylaktischen Zustandes geklart ist, und anderer- 
seits, wenn die Rolle, die der willkiirlichen Beeinflussung des Gerinnungs- 
systems gegentiber dem anaphylaktischen Schock zukommt, eine 
eindeutige Klarung gefunden hat. 

Dies ist die Problemstellung, an der wir zur Zeit arbeiten. 


Experimenteller Teil. 


A. Verwendete Losungen. 


1. Menschenserum: Durch Punktion der Vena cubitalis wird Blut 
yewonnen und im Kélbchen unter leichtem Umschiitteln zur Gerinnung 
vebracht. Das Serum wird durch Zentrifugieren abgeschieden. 

2. Kaninchenserum: Das Blut wird mit einer Rekordspritze aus der 
Ohrvene entnommen und das Serum wie beschrieben hergestellt. 

3. Thrombinlésung: Das verwendete Thrombin wird nach der Vor- 
schrift von Dyckerhoff und Kiirten' hergestellt und in physiologischer Koch- 
salzl6sung gelést. Das von uns angewendete Thrombin hat die zweifache 
Wirksamkeit des von den genannten Autoren als Standard angegebenen 
Prapaiats. Eingespritzt wurde eine 1°, ige bzw. eine 2°, ige Lésung. 

4. Papainlésung: Ein von der Firma Merck, Darmstadt, heraus- 
zebrachtes Papain (6000 Fuld-Gro®-Einheiten pro g) wird in einer Kon- 
zentration von 10 mg pro cem physiologischer Kochsalzlésung angewendet. 

5. Caseinlésung: Das von der gleichen Firma mit der Bezeichnung 
Caseinum nach Hammarsten hergestellte Priparat wid je 100 mg auf 1 cem 
),06n NaOH gelést und eventuell mit etwas HCl und mit Bromthymolblau 
Us Indikator auf pu 7 gebracht. 

6. Neodymlésung: Wir gebrauchten das von der Auer A.-G., Berlin, 
hergestellte Handelspraparat mit der Bezeichnung ,,Auer 144°°?. 

Alle Lésungen wurden in der nétigen Menge tiaglich frisch bereitet. 


B. Behandlung der Versuchstiere. 


Zur Erzeugung des erhéhten Antithrombingehalts im Blute wurde eine 
teihe von Kaninchen eine taglich gleiche Dosis der oben beschriebenen 
Lésungen 1 Woche lang intravenés eingespritzt, das Serum jedoch der 
esseren Vertriglichkeit halber abwechselnd intravenés und intraperitoneal. 


! Diese Zeitschr. 284, 111, 1936. — * Dyckerhoff u. Goossens, Zeitschr. 
exper. Med. 106, 181, 1939. 
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Ks wurde geygeben taglich: 
serum 
Papainlésung 
Casein!6sung 
mit 2c¢em physiologischer Kochsalzlésung 
ige Thrombinlésung 
olge oT) 
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Da die intravenése Einverleibung gréBerer Thrombinmengen den Ty 
der Versuchstiere durch intravasale Gerinnung herbeifiihrt, dieses abe: 
durch vorherige Neodyminjektion verhindert werden kann!, haben wir, un 
die Menge von 200 mg vertraglicher zu machen, stets 10 Minuten vor de; 
Thrombininjektion 0,5 cem ,,Auer 144° mit 2 cem 25° iger Traubenzucke 
l6sung intravenés gegeben. In allen Fallen erwiesen sich die so vorbeha: 
delten Tiere als resistent gegen 200 mg Thrombin. 


('. Bestimmung des Antithrombingehalts im Blute der Versuchstiere. 


Aus dem Blute der Versuchstiere, die in obiger Weise vorbehandelt 
waren, wird Serum dargestellt und in frischem Zustande sowohl als 
auch nach Zerstérung des Serumthrombins? durch einstiindiges Er 
hitzen im Wasserbad von 58°C folgenden Gerinnungssystemen mit 
bekannter Gerinnungszeit zugesetzt: 


Gerinnungssystem L. 
2cem eines Menschenoxalatplasmas, gewonnen nach der Methode vo 
Dyckerhoff und Mitarbeitern*, werden durch 0,2 cem einer CaCl,-Lésung 
die 3,5 mg Ca” im cem enthalt, zur Gerinnung gebracht und das zu unte1 
suchende Serum gleichzeitig zugesetzt. 


Gerinnungssystem II. 


Zu 2 cem eines 1: 10 verdiinnten Rinderplasmas (9 Teile Wasser), da- 
7°. MgSO, in unverdiinntem Zustand enthalt (siehe auch Dyckerhoff wii 
Goossens), wird das Gerinnungsferment zusammen mit dem zu_unte! 
suchenden Serum stets im Volumen von 2 cem zugesetzt, so daB das Gesamt 
volumen des Gerinnungsansatzes immer 4cem betragt. Als Bezugsgréli: 
diente die Gerinnungszeit, die 1 mg des in Absatz A3 beschriebenen Throm 
bins hervorruft. 

Alle Gerinnungszeitbestimmungen wurden stets im Thermostaten | 
37°C ausgefiihrt. 

Die durch den Serumzusatz hervorgerufene Verlangerung de! 
Gerinnungszeit stellt einen MaBstab dar fiir den Antithrombingehalt 
der untersuchten Sera. Hierbei ist zu beriicksichtigen, daB auch normale: 
Serum, nachdem es wie oben beschrieben von seinem Eigenthrom)i: 
befreit ist, die Gerinnungszeit etwas verlangert. 

' Dyckerhoff u. Goossens (\. ¢.). 2 CO, Oppenheimer, Die Ferment: 
und ihre Wirkungen 2, 1200, 1926. — * Dyckerhoff, Goossens u. Schwanth 
Zeitschr. f. exper. Med. 105, 145, 1939. 1 Diese Zeitschr. 299, 438, 193s 
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fabelle 1. Antithrombingehalt des Kaninchenblutes 10 Tage nach 
der letzten EiweiBinjektion. , 





Gerinnungszeiten 


Kaninchen 1 Woche lang 


injiziert mit tiglich je yerinnungssystem I Gerinnungssystem 11 


a b a b 


2eem Serum (Mensclhi) .. 18’ 3'40” 6' 

2cem Serum (Kaninchen) 5°56" 70' 

50mg Papain 11’ 14 

50 mg Thrombin. 8' 18’ 

200 mg Thrombin 10’ keine Gerinnung 
50 mg Casein (Tier eingegangen) 

50 mg Casein 3'45!’ 11°30" 
50 mg Casein 5'20" 50’ 

50 mg Casein 3'50"’ 16° 


, 


Keine Injektion é 6 4'25" rt 


Den nach Spalte | vorbehandelten Tieren wurde Blut entnommen und 
daraus Serum dargestellt, von welchem dem Gerinnungsansatz stets 1 ¢em 
gleichzeitig mit dem gerinnungsauslésenden Zusatz beigefiigt wurde, und 
zwar in den Spalten a) unvorbehandeltes Serum und in den Spalten b) 
das gleiche Serum, das | Stunde lang bei 58°C gehalten war. Das Ge- 
rinnungssystem I hat ohne Serumzusatz eine Gerinnungszeit von 2 Minuten, 
das System II eine solehe von 2 Minuten 45 Sekunden. 


Tabelle 1 zeigt, daB am System I gemessen der Zusatz von nicht 
erhitztem Serum keinesfalls eine Verlangerung der Gerinnungszeit, eher 
eine Verkiirzung hervorruft, was man mit dem Eigenthrombingehalt 
der gepriiften Sera in Zusammenhang bringen kann. 

Dagegen sehen wir, daf ein Zusatz von erhitztem Normalserum die 
Gerinnungszeit erheblich verlangert. 

Noch starker ist diese Verlangerung bei Zugabe von vorher er- 
hitztem Serum, das den vorbehandelten Tieren entstammt. 

Daraus geht klar hervor, daB der Antithrombinspiegel des Blutes 
durch Proteininjektionen ansteigt. 

Das gleiche Resultat erhalt man, wenn man ein vollig anderes 
Gerinnungssystem zugrunde legt. 

Im Gerinnungssystem II hemmt schon Normalserum in unerhitztem 
Zustande deutlich und auch die unbehandelten Sera aller protein- 
yespritzten Tiere zeigen stets gerinnungsverzégernde Wirkung, in 
manchen Fallen sogar einen etwas stirkeren Hemmungseffekt. 

Sehr deutlich wird das Bild bei Verwendung von Serum, das durch 
Hitze von seinem Eigenthrombin befreit ist. Hier tiberwiegt die Hem- 
mungskraft der Sera eiweiBinjizierter Versuchstiere diejenige von Serum 
der unbehandelten Kaninchen stets um ein Vielfaches. 

Alle in Tabelle I angegebenen Werte zeigen mithin auf das deut- 
lichste, daB die Injektion sowohl von Fermenten, denen selbst ge- 
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rinnungsaktive Wirkung zukommt, als auch von Proteinen zu 
mehrter Bildung von Antithrombin fiihrt. 

Da auch Casein diese Bildung hervorruft. ist es wahrschein 
dali} bei den eingespritzten Fermenten nicht deren Fermentna 
sondern ihre Proteineigenschaften antithrombinbildend wirken. 


Tabelle Il. Einwirkung von Kaninchenantithrombin aut da 
CGerinnungsferment verschiedener Tiere. 





Gerinnungszeiten nach System II 
25 xr Se - haps 
auabin sen ohne init Serumzusatz 
Serum- 
zusatz J B 


2°30" 730" 7°15" 9’ 
3'30" keineGerinnung keineGerinnung keineGerinnung 20) 
Rind ad oi" 2 i ‘ 


1° 
Kaninchen. — 6' 15’ 14’ 17’ 


Die Gerinnungszeiten in der Tabelle IL wurden folgendermaBen x 
wonnen: Dem Gerinnungssystem II wurden 25 mg eines Thrombins zu 
gesetzt, welches durch Fallung der Sera von den in Spalte 1 bezeichneter 
Tieren mit Aceton und nachheriger Trocknung mit Alkohol und Athe: 
gewonnen war. Da diese Thrombine nicht ganz léslich in Wasser sind, 
wurde die entsprechende Lésung jeweils klar zentrifugiert und so verwendet 
In Spalte A wurde 1 cem Serum eines Kaninchens, das 1 Woche lang téglicl 
mit 200 mg Thrombin vorbehandelt war, 1 Stunde lang bei 58°C erhitzt 
und dann dem Versuchsansatz zugegeben. In Spalte B und C waren die 
serumspendenden Versuchstiere mit Tagesdosen von 50mg Casein bzw 
2eem Frischserum ebenso vorbehandelt. In Spalte D diente ein unbehan 
deltes Kaninchen als Serumspender. 


Im Einklang mit den Ergebnissen der Tabelle [ zeigt sich, dal} in 
allen Fallen Serum von einem unvorbehandelten Tier Hemmungskraft 
besitzt (Spalte D). Das im Normalserum vorhandene Antithrombi: 
zeigt also keine Artspezifitdt. Auch das durch Proteininjektionen im 
Kaninchen gebildete Antithrombin laBt keine Artspezifitat erkennen 
denn aus Tabelle Il geht hervor, daB die Sera aller mit Proteinen be 
handelten Tiere erheblich starkere Gerinnungszeitverlangerungen hervor 
rufen als das Serum unbehandelter Tiere. (Vgl. Spalte D mit A, B, ‘ 

Wir glauben nicht, dab Thrombin oder ein im Blute vorhandenes 
oder durch Proteininjektionen gebildetes Antithrombin als arts pezifisch 


angesehen werden darf. 


Tabelle Ill. Gerinnungszeiten und Anthithrombinspiegel vo: 
Kaninchenbiut. 





Versuchstier eine Woche lang eingespritzt mit taglich je 


keine 200 mg 50 mg 50 mg 50 mg 50 mg 50 mg 2 ecm 
Injektion Thrombin Thrombin  Papain Casein Casein Casein Frischserum 


2°10' 1'30 2 1'40 1'10' 45" 40" 45 
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Die in der Tabelle LI] wiedergegebenen Werte beziehen sich auf 
lie Blutgerinnungszeiten der Versuchstiere zur Zeit eines erhéhten, 
durch Proteininjektionen hervorgerufenen, Antithrombinspiegels im 
Blute dieser Tiere, gemessen nach der Methode von Dyckerhof}, Goossens 
und Schwantke!. Aus der Tabelle LIL geht hervor, daB das Anti- 
thrombin, wenn es auch vermehrt im Blute ist, keine Verlingerung der 
Gerinnungszeit bedingt, eher eine Verkiirzung. 


Zusammenfassung. 


1. Im Kaninchenblut findet sich ein Antithrombin, welches be 
sonders nach Zerst6rung des Eigenthrombins die Gerinnung§ recalci 


fizierten Oxalatplasmas und das Gerinnungssystem Magnesiumsulfat- 


plasma -Thrombin deutlich hemmt. 

Il. Die Sensibilisierung mit Proteinen und mit Fermenten. dic 
verinnungsauslésend wirken, ruft eine deutliche Vermehrung des 
Antithrombins hervor. 

Il. Da die Antithrombinbi!dung auch durch Injektion von Pro- 
teinen ausgel6st wird, mu®B der in den Fermenten vorhandene Protein- 
anteil und nicht deren Fermentnatur als Ursache der Antithrombin 
hildung angesehen werden. 

IV. Das im Kaninchen gebildete Antithrombin wirkt hemmend 
auf das Thrombinferment aller untersuchten Tierarten und kann daher 
nicht als artspezifisch angesehen werden. 

V. Trotz des vermehrten Antithrombingehalts im Blute  sensi- 
bilisierter Kaninchen konnte eine Verlangerung von deren Blut- 


gerinnungszeit nicht festgestellt werden. 


Herrn Dr. R. Marx danken wir auch an dieser Stelle fiir seine wert- 
volle Mitarbeit. 


' Diese Autoren (1. ¢.). 








Zur Frage der Verbreitung 
von Squalen in pflanzlichen Fetten. 
Von 

K. Tiufel, 

nach Versuchen mit H. Heiniseh und W. Heimann. 

(Aus dem Institut fiir Lebensmittelehemie der Technischen Hochsehu 
Karlsruhe. ) 
(Eingegangen am 19. Oktober 1939.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Seit man weil, dab das sechsfach ungesattigte Squalen (C3, H., 
sich nicht nur im Leber6l einiger Seefische, sondern auch in den Fetten 
ganz anderer Lebewesen in wenn auch nur kleinen Mengen vorfindet !), 
ist dieser lipoide Kohlenwasserstoff vor allem in zweifacher Richtung in 
den Mittelpunkt der Betrachtung getreten. Es erhebt sich zum ersten 
die wichtige Frage nach der physiologischen Bedeutung dieser sehr 
reaktionsfahigen Verbindung sowie ihrer etwaigen Eingliederung in 
den Fett- bzw. in den gesamten Lipoidstoffwechsel der belebten Natur. 
Zum andern ist der Analytiker daran lebhaft interessiert. Er mui in 
diesem Stoff, der wegen seines stark ungesaéttigten Charakters (Jodzah! 
des Squalens = 371,1) vergleichsweise gut faBbar ist, eine willkommene 
neue Méglichkeit zur Beurteilung von Herkunft, Reinheit, Zustand usw 
eines Fettes erblicken. 

In physiologischer Beziehung lassen sich bis jetzt experimentell 
wirklich gestiitzte Aussagen tiber die Rolle des Squalens beim Fettstoff- 
wechsel kaum machen!; man kann nur Vermutungen aussprechen und 
Andeutungen geben, die in bemerkenswerter Weise Briicken zu anderen 
lebenswichtigen Stoffen zu schlagen geeignet erscheinen. /n analytische 
Beziehung liegen schon verschiedene wichtige Tatsachen vor. So haben 
z. B. E.R. Bolton und K. A. Williams? festgestellt, daB das Unver-. 
seifbare des Olivenédls sich durch eine auffallend hohe Jodzahl von 
demjenigen der meisten anderen Fette unterscheidet. 7. Thorbjar- 
narson und J.C. Drummond’ ermittelten die Ursache hierfiir im Vor- 
handensein von Squalen in diesem Ol. Nachdem JJ. Grossfeld4 eine 
besondere Arbeitsweise zur vorzugsweisen Abtrennung der Fraktion der 
Kohlenwasserstoffe aus dem Unverseifbaren entwickelt hatte, wandte 


' Literatur vgl. bei K. Tdéufel, H. Thaler u. G. Widmann, diese Zeitschi’. 
300, 354, 19389. — * Analyst 55, 5, 1980. — * Ebenda 60, 23, 1936. 
' Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 72, 422, 1936. 
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op dieselbe zusammen mit H. Timm auf verschiedene Ole an und 
sellte ebenfalls fest, daB die Jodzahl dieser Fraktion beim Olivendl 
ehr hoch ist. Er fiihrte dies auf das anwesende Squalen zuriick und 
berechnete aus dem Jodverbrauch den Gehalt an .,Rohsqualen’’, der 
fir frisches Oliven6l die vergleichsweise hohen Werte von 0.41 bis 0.54 °(, 
erreicht und somit eine neue Kennzahl desselben darstellt: bei alten, 
anzigen (d.h. autoxydierten) Olivenédlen geht dieser Gehalt, was bei 
ler Oxydationsempfindlichkeit des Squalens ohne weiteres verstandlich 
ist. erheblich zuriick, und zwar auf solche Werte. wie sie bei anderen 
(len gefunden werden. 

Der eine von uns (7'dufel) hat vor einiger Zeit in ausgedehnten 
Arbeiten mit H. Thaler und G. Widmann? versucht, Methoden zu 
finden, die in ausreichender Empfindlichkeit den Nachweis von Squalen 
in Fetten in auch nur kleinsten Konzentrationen zu fiihren erméglichen. 
ks wurden verschiedene Verfahren ausgearbeitet und auf eine Reihe 
von Olen angewendet, ohne daB die Ergebnisse befriedigten. Die, wie 
eben erwahnt, von ./J. Grossfeld angegebene und von ihm und H. Timm 
weiter ausgestaltete Arbeitsweise zur Abtrennung der Kohlenwasser- 
stoffe aus dem Unverseifbaren schien geeignet zu sein, die Unter- 
suchungen verschiedener Fette auf Squalen urd dessen analytische 
Kennzeichnung mit Erfolg erneut aufzuneimen. Es wurden unter 
yewisser Abanderung des Verfahrens nach ./. Grossfeld folgende Ole? 
gepriift: Olivendl, Cccosél, Weizenkeimlingsél, Baumwollsaatél (roh 
und raffiniert), Hefefett (Cerolin), Soja6l urd Riibdél. 

Wie weiter unten ausgefiihrt, zeichneten sich durch besonders hohe 
Jodzahlen aus die abgetrennten Fraktionen des Unverseifbaren bei 
Olivenél, Hefefett (Cerolin) und Weizenkeimlings6l: die anderen Fette 
veigten in dieser Beziehung nichts Auffalliges. Im Einklang mit diesem 


Befund gelang es, aus den erstgenannten drei Olen eine Kohlenwasser- 
stoff-Fraktion abzutrennen, die in eiskalter, acetoniger Lésung beim 
Kinleiten von Chlorwasserstoff, durch Farbe, Aussehen, Schmelzpunkt 
ind Kristallform sichergestellt, das Hexahydrochlorid des Squalens 
Cap Hsp Clg) lieferte. 

Auf Grund unserer Versuche steht fest, dab sich im Hefefett. 
Olivenél und Weizenkeimlings6l Squalen vorfindet : es ist insbesondere 


' Zeitsehr. tf. Unters. d. Lebensm. 77, 249, 1939. > Diese Zeitschr. 
300, 354, 1939. 3 Es wurden uns, wofiir auch an dieser Stelle gedankt 
sei, in entgegenkommender Weise zur Verfigung gestellt das Weizenkeim- 
ings6l von der Firma Noury und van der Lande in Emmerich a. Rh., das 
Baumwollsaaté] von der Firma Fstol A.-G. in Mannheim, das Hefefett 
Cerolin) von der Firma C. F. Boehringer & Schne in Mannheim-Waldhof, 
das Sojaél von der Hansa-Miihle in Hamburg, das Riibél und Cocosél von 
den Hamburger Olwerken Brinckman «& Mergell. 
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hervorzuheben, daf der frither als etwas fraglich bezeichnete Be} 
ob Weizenkeimlings6] Squalen enthalte, nunmehr  sichergestel| 
Die anderen gepriiften Ole lieBen diesen Stoff nicht erkennen: sofer 
itherhaupt, kann darin Squalen héchstens in Spuren vorhanden sei; 


Die von uns etwas modifizierte Arbeitsweise nach ./. Gross jc/, 


erweist sich als gut geeignet, Fette und Ole auf Squalen, auch in yy 


sehr kleinen Mengen, zu prifen. Zur Vervollstandigung der Statistik 
iiber die Verbreitung des Squalens werden die Versuche fortgesety 


Experimenteller Teil. 

30 ¢ Ol werden mit 20 ccm einer etwa 47 °Ligen wasserigen Kalilauy 
und 100 cem 96 °,igem Alkohol am RiickfluBkiihler vollstandig verseift 
beim Hefefett muBten weitere 10 ccm Kalilauge zugesetzt werder 
Nach dem Erkalten gibt man 250 cem Benzin (Siedepunkt 60 bis 70.0 ( 
zu und schwenkt bis zur klaren L6sung um. Durch Zusatz von 120 cen 
destilliertem Wasser tritt Trennung in zwei Schichten ein; die ober 
Benzinphase wird im Scheidetrichter abgetrennt und mit ausgegliihten 
Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration durch ausgegliihten Kieselgu 
(zur Entfernung der letzten Triibung) erfolgt das Akdestillieren des 
Benzins und das Trocknen des hinterbleibenden Riickstandes (1 Stund 
bei 105°C): beim Hefefett sowie beim Riib6l war eine Wiederholung 
des beschriebenen Arbeitsganges erforderlich, da der bei der erste: 
Verseifung erhaltene Riickstand noch eine stark schmierige Konsisteny 
und einen fremdartigen Geruch aufwies, also sichtlich noch unrein wat 

Die auf die vorbeschriebene Weise erhaltenen Fraktionen stelle: 
die von Sterinen weitgehend befreiten Anteile des Unverseifbaren dar 
und umfassen nach ./. Gross feld im wesentlichen die im Fett vorhandene: 
vesattigten und ungesattigten Kohlenwasserstoffe. 

Um méglicherweise noch vorhandene Sterine und Farbstoffe 2 
beseitigen, wurden die getrockneten Riicksténde beim Hefefett? 
Olivenél und Weizenkeimlings6l durch Umlésen aus heiBem Methy! 
alkohol nochmals gereinigt. Uber die Ergebnisse der Aufarbeituny 
unterrichtet die nachstehende Ubersicht (Tabelle 1). Daraus_ geht 
hervor, daB, nach den Jodzahlen zu urteilen, in den Olen 1 bis 5 mit 
der Anwesenheit von starker ungesattigten Kohlenwasserstoffen von 
Typ des Squalens praktisch wohl nicht zu rechnen ist. Im Gegensaty 
dazu liegen die Jodzahlen beim Oliven6] und Weizenkeimlingsé! so 
auffallig hoch, daB eine mehrfach ungesattigte Verbindung anwesend 
sein mu: die weitere Untersuchung bestatigte diese Vermutung. 


' Diese Zeitschr. 300, 354, 1939. — 2 Beim Hefefett enthielt die a! 
getrennte Fraktion des Unverseifbaren auch nach mehrfachem Umkristal!i 
sieren aus Methylalkoho] immer noch Sterine (festgestellt mittels ce! 
Reaktionen nach Hager-Salkowski und nach Liebermann. 
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Tabelle 1. 
‘jigenschaftenund Mengen der aus je 30g der angegebenen Ole 


etrennten Kohlenwasserstoff-Fraktionen des Unverseifbaren. 





Farbe Gewicht ; 
des Riickstandes des Riickstandes Jodzahl 
(fiir 30g Ol des Riickstandes 
(nach Hanus) 


6 Farbe 
Art des Oles des gesamten 
Benzinauszuges 


des 


Benzinauszuges 
g 


Riibél rein gelb rein gelb 0,085 76,4 
Sojaél farblos farblos 0,052 175,8 
Cocosél farblos farblos 0,045 98.0 
Baumwollsaatoél, 
leuchtend gelb 0.076 110.2 
gelb 


hellgelb gelblich 0,072 115,8 
Hefefett (Cerolin) gelbbraun hellbraun 1,795 ala 


Olivenél ........ schwach velblich 0,128 318,4 
gelblich 

Weizenkeimlings- 
rein gelb hellbraun 0,102 287,2 


* Es ist bekannt, daB bei Anwesenheit von Sterinen die Jodzahlbestimmung nach Wijs odet 
jonus unsicher ist, da mit einer gewissen, von den Versuchsbedingungen abhingigen Substitution 
yy Jod zu rechnen ist; dadurch wird die Jodzahl filschlich erhéht. Im vorliegenden Fall wurde 
rotzdem nach der raschen Methode von Hanus gearbeitet, da einerseits Sterine weitgehend ent- 
ternt waren und anderseits die Jodzahl lediglich griBenordnungsmiéBGig zur allgemeinen Unter- 
richtung ermittelt werden sollte. 

** Beim Hefefett konnte die Jodzahl nach Hanus nicht ermittelt werden, da bei Zugabe der 
dmonobromidlésung sofort eine intensive Dunkelgriinfiirbung auftrat, dic in die Chloroform- 
vhieht iiberging und den Farbumschlag beim Titrieren zu erkennen verhinderte. Ursache fiir 
jiese Griinfarbung diirfte der Bromauteil des Reagens sein; dies erhellt daraus, dab die 
Verfirbung bei Kontrollversuchen mit verschiedenen Jodlésungen immer erst beim nachtriig- 
ichen Zusatz von Brom bzw. Bromwasser eintrat. 


Die jeweils aus den acht Olen gewonnenen Riickstande wurden in 
Aceton gelést, das bei 59°C mit trockenem Chlorwasserstoffgas ge- 
sittigt war. Hierauf erfolgte, wieder unter Abkiihlen auf — 5°C, ein 
dreistiindiges Einleiten von trockenem Chlorwasserstoffgas in diese 


lésung. Dabei trat im Falle der Ole | bis 5 erwartungsgemaB auch 


nach langerem Stehen eine Abscheidung von Niederschlag nicht ein: 
es wurde lediglich eine braunliche Verfarbung beobachtet, aus der 
weitergehende Schliisse nicht gezogen werden sollen. Bei den acetonigen 
Lésungen von den Riickstaénden des Oliven- und Weizenkeimlingséles 
sowie des Hefefettes aber schied sich bei dieser Behandlung unter 
Tiefbraunfarbung der Lésung ein weiber, kristalliner Niederschlag in 
interschiedlicher Menge ab. Derselbe wurde auf einer kleinen Filter- 
iutsche abgesaugt und mehrfach aus heiBem Aceton umkristallisiert. 
ie Mikroschmelzpunkte lagen folgendermaBen : 
Hexahydrohexachlorsqualen (aus Squalen hergestellt) .. 134 —136,0° C 
Hexahydrochlorid aus Olivenél 136,4° C 
Hexahydrochlorid aus Weizenkeimlings6l 136,2° C 
Hexahydrochlorid aus Hefefett . 136,5° C 
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Zur weiteren Unterrichtung werden nachstehend in den Abb. | 
mikrophotographische Aufnahmen der Hydrochloride aus dem pvine, 
Squalen sowie aus dem Riickstand vom Weizenkeimlings6l und yoy 
Oliven6l mitgeteilt: beim Hefefett ergaben sich, wie schon friither da 
velegt!, analoge Bilder. 


Dis 3 


Abb. 1. Hexahydrochlorid des Squalens. Abb. 2. Kristalle aus dem Unverseifbare: 


(Kohlenwasserstoffanteil) des Olivendles 


Abb. 3. Kristalle aus dem Unverseifbaren (Kohlenwasserstoffanteil) 


des Weizenkeimlingséles. 


Zusammenfassung. 


1. Die von J. Grossfeld und Mitarbeitern entwickelte Arbeitsweis 
zur fraktionierenden Aufarbeitung des Unverseifbaren der Fette eignet 
sich sehr gut zur Priifung von Fetten und Olen auf Squalen. 

2. Es wurde erwiesen, daB Olivenél, Weizenkeimlings6l und Hef 
fett (Cerolin) Squalen in unterschiedlicher Menge enthalten; Cocos6| 
Riib6l, Sojaél und Baumwollsaatél lieBen Squalen nicht erkennen. 


' Diese Zeitschr. 300, 369, 1939. 





Weitere Untersuchungen iiber: den Vitamin B,- 
und B,-Gehalt von Holzzuckertrockenhefen. 
Von 
A. Seheunert und K.-H. Wagner. 

(Aus dem Veterinaér-Physiologischen Institut der Universitat Leipzig. 
(Eingegangen am 19. Oktober 1959.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Nachdem Fink und seine Mitarbeiter mit Erfolg die Futterhefe- 
yewinnung aus Holzzuckerl6ésung und verschiedenen zuckerhaltigen 
Abfallprodukten der Zucker- und Brennereiindustrie auch technisch 
durchfiihrbar gestaltet hatten, war es von Interesse, den Vitamingehalt 
dieser Hefen zu untersuchen. Es handelt sich dabei um die Hefe Torual 
utilis, iiber deren Vitamingehalt bereits bei friiherer Gelegenheit mehr- 

— fach gearbeitet worden ist!, zuletzt konnte in einer Gemeinschafts-, 
ou arbeit mit Fink und Krebs? gezeigt werden, daB diese Hefe Vitamin B, 
und auch Vitamin Bz, (Komplex) zu synthetisieren vermag und dag} 
ihr Vitamin B,-Gehalt wesentlich unter dem der Brauereihefe liegt. [py 
dieser Richtung stimmten alle bisherigen Untersuchungen iiberein. 

Im folgenden soll tiber neue Versuche berichtet werden, wobei 
unter technischen Bedingungen geziichtete und getrocknete Hefe- 
mengen zur Untersuchung gelangten. Insgesamt kamen vier Trocken- 
hefeproben zur Untersuchung. Die erste war unter Verwendung von 
Holzzucker nach dem Bergius- Verfahren hergestellt und wird im folgenden 
mit ,,Bergius**-Trockenhefe bezeichnet. Die zweite Probe war mit 
Holzzucker geziichtet worden, der nach dem Verfahren von Dr, Scholler 
hergestellt war. Diese Trockenhefe wird im folgenden mit der Be- 
zichnung ,,Scholler- Wiirze’-Trockenhefe gekennzeichnet. Ejne dritte 
Probe war auf einer ,,Holzzuckerwiirze’’ gewachsen, die in der Versuchs- 
anstalt Tornesch in Holstein aus durch Holzhydrolyse gewonnenem 
Zucker hergestellt worden war, und die vierte Hefenprobe war auf 
Schlempe gezogen worden, welche von der Alkoholherstellung aus Holz- 
mucker herriihrte, diese Probe wird im folgenden mit dem Kennwort 
Hef _Schlempe-Trockenhefe*’ bezeichnet. 


sWweist 


elonet 


:COSO| Methodik. 


Be 


Die Untersuchung erfolgte nach der biologischen Methode an Ratten. 
Das Vitamin B, wird derart bestimmt, daB junge, wachsende Ratten, die 
sich im Alter von knapp 4 Wochen befinden und etwa 50 bis 55 g wiegen, 
in Kinzelkafigen gehalten und mit Vitamin B,-freier Kost gefiittert werden. 


1 Scheunert u. Schieblich, Tierernaihiung 8, 113-—119, 1936: 9, 173 bis 
177, 1937. — * Scheunert, Wagner, Fink u. Krebs, diese Zeitschr. 302, 1, 1939. 
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Die Kost besteht aus 16,8°, Casein, 7°, Palmin + Vitamin D-Zusity. 
8° Lebertran, 5°, Salzgemisch nach Mec Collum und Davis, 8°, auto 
klavierter Trockenhefe zur Vitamin B,-Zufuhr und 55,2°, Maisstirke. Voy 
den benétigten Vitaminen werden Vitamin A und D im Lebertran, Vitamin [3 
durch die autoklavierte Trockenhefe zugefiihrt. Die iibrigen Bestandteil, 
der Nahrung sind durch bewahrte Extraktionsverfahren Vitamin B,-{re: 
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Abb. 1. Abb. 2. 


vemacht worden. Die Ratten wachsen bei dieser Kost noch kurze Zeit. 
zeigen dann Gewichtsstillstand und Gewichtsabnahme und entwickeln di: 
klinisch feststellbaren Erscheinungen des Vitamin B,-Mangels. Diese zeige1 
sich in Hinfalligkeit, animischem Aussehen und gelegentlich auch in poly 
neuritischen Krampfen. Wenn die Mangelerscheinungen ausreichend aus 
gepragt sind, wird unter Beibehaltung der Vitamin B,-freien Fiitterung 
nunmehr das zu untersuchende Praiparat zugelegt und dazu den Ratten 
Hierbei kommt es darauf an, die Ratten tibe: 


quantitativ verabreicht. 
Diese Bedingungen 


35 Tage unter bestimmten Bedingungen zu erhalten. 
sind folgende: 
Die Ratten miissen die 35 Tage iiberleben, sie diirfen in dieser Zeit 


keine Krimpfe zeigen und wenn solche vorher bestanden haben, so miissen 
sie ausgeheilt werden. Ferner diirfen sie gegeniiber dem Kérpergewicht 71: 
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Beginn der Zulagen am Ende des Versuchs nicht mehr als 2 g abgenommen 
haben. Auf etwaige Gewichtszunahme wird kein Wert gelegt. Es handelt 
sich nun bei unserer Methode darum, dié geringste Tagesdosis zu ermitteln, 
die gerade geniigt, um acht von zehn Ratten, die gleichzeitig in den Versuch 
genommen wurden, unter den genannten Bedingungen iiber die 35 Tage 
wihrende Versuchsperiode hinweg zu bringen. Die Ratten werden zweimal 
os | | ! | 
eT Schlempe+—}—— 
| a 


: . g j . — T 
| Mp=Krampte | | | a 
gemigen igen + i gengend) i 
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Abb. 3. Abb. 4. 
wochentlich gewogen und der Versuchsverlauf durch Wachstumskurven 
aufgezeichnet. 

Die Wachstumskurven stellen gewissermaBen die Protokolle des 
Versuchs dar und sind in den Abb. 1 bis 4 wiedergegeben. Man kann 
aus ihnen unschwer erkennen, welche Ratten die Versuchsbedingungen 


_ erfiillt haben und welche nicht. Der Ubersicht halber wurden die 


Ergebnisse in der Tabelle I nochmals zusammengestellt, wobei aus der 
mit ,,gentigend** bezeichneten Spalte die Anzahl der Versuchstiere zu 
entnehmen ist, die die Bedingungen jeweils erfiillt haben. 

Zur Auswertung des Gehalts in internationalen Einheiten wird das 
internationale Standardpraparat in gleicher Weise im Tierversuch 
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Tabelle I. 
Priparate dosis _ ungentigend durch 


in Mg Tiere geniigend —— 
Tod Krimpfe Gewichtsabnah) 


Bergius-Trockenhefe ........ = o R ; ; ; 

| 50 = 10 6 0 3 1 
Scholler-Wiirze-Trockenhefe .;, 75 10 9 0 0 1 

\|100 10 10 6000 0 
Holzzuckerwiirze-Trockenhefe | a ro : : 4 7 
, ener ae ee }] 7:10; 4 1 2 3 
Schlempe-Trockenhefe ...... || 100 10 7 1 0 9 


gepriift. Bei den letzten durchgefiihrten Priifungen dieser Art wurde) 
die Bedingungen des Versuchs von 0,6 internationalen Einheiten Vita 
min B, erfillt. Dies bedeutet, daB diejenigen Dosen der untersuchten 
Hefesorten, welche gerade unsere Versuchsbedingungen erfiillt haben 
eine Wirkung von 0,6 1.E. Vitamin B, enthalten. Im einzelnen ist 
danach zu dem Gehalt der untersuchten Hefen folgendes auszufiihren 

1. Bergius-Trockenhefe. 100 mg entsprechen 0,6 I.E. Vitamin B,. 
oder 100 g Bergius-Trockenhefe enthalten 600 LE. Vitamin B,. Diese 
Zahl ist ein Mindestwert, da die Tagesdosis von 75 mg mit sieben ge 
niigenden Tiere beinahe die Versuchsbedingungen erfiillt hatte. Man 
mu also annehmen, daB der Gehalt noch etwas iiber der angegebenen 
Zahl von 600 LE. pro 100g liegt, daB er aber die Zahl von 800 LE 
keinesfalls erreichen wird. 

2. Bei der Scholler-Trockenhefe betrug die geniigende Dosis 75 mg 
diese entspricht 0,6 I.E., woraus zu errechnen ist, daB 100 g Scholle; 
Wiirze-Trockenhefe 800 I.E. Vitamin B, enthalten. Auch diese Zah! 
ist eine Mindestzahl, doch wird der Gehalt keinesfalls wesentlich tibet 
der angegebenen Zahl liegen. 

3. Holzzuckerwiirze-Trockenhe fe ertiillte mit 100 mg die Bedingungen 
des Versuchs. Es enthalten danach 100g dieser Holzzuckerwiirze 
Trockenhefe 600 I.E. Vitamin B,, ein Gehalt, der nach dem Versuchs- 
verlauf mit der nachstniedrigen Dosis (75 mg) ziemlich genau stimmen 
diirfte. 

4. Schlempe-Trockenhefe geniigte auch mit 100 mg Tagesdosis nicht 
vollstandig, immerhin aber geniigten bei dieser Dosis sieben Tiere 
100 mg waren also beinahe ausreichend. Dies zeigt, dab die nachsthdher 
Dosis von 120 mg unbedingt die Versuchsbedingungen erfiillt hatte 
Danach wiirden 100g Schlempe-Trockenhefe mindestens 500 [. 
Vitamin B, enthalten, den Gehalt von 600 1. E. aber keinesfalls e: 
reichen. 
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Hieraus ergibt sich ein Bild von dem Vitamin B,-Gehalt der vier 
untersuchten Trockenhefen. 


Tabelle LI. 





|. Bergius-Trockenhefe 600 L.E. Vitamin B, in 100 g 
2. Scholler-Wiirze-Trockenhefe 800 1.E. Vitamin B, in 100 g 
3. Holzzuckerwiirze-Trockenhefe 600 LE. Vitamin B, in 100 g 
4. Schlempe-Trockenhefe 500 L.E. Vitamin B, in 100 g 


Der Vitamin B,-Gehalt aller Hefen schwankt zwischen 500 und 
800 I.E. Danach sind die Trockenhefen in Bestatigung friiherer Er- 
fahrungen nicht so reich an Vitamin B, wie die Biertrockenhefen. Bier- 
trockenhefe, wie wir sie haufig untersucht haben, enthalt in 100 ¢ 
zwischen 6000 und 12000 LE. Vitamin B,, also das 10- bis 20fache 
dessen, was man in den aus Holzzuckernahrbéden erhaltenen Trocken- 
hefen finden kann. 

Immerhin ist der Vitamin B,-Gehalt der Holzzuckertrockenhefen 
nicht als nebensachlich zu betrachten, was dadurch deutlich wird, daB 
der Durchschnittstagesbedarf eines erwachsenen Menschen an Vita- 
min B, mit 300 bis 500 LE. Vitamin B, bemessen wird. 


Untersuchung auf Vitamin B,. 


Die Untersuchung auf Vitamin B, (Komplex) wird mit der Wachs- 
tumsmethode nach Sherman-Bourquin ausgefiihrt. Wir verstehen 
dabei unter Vitamin B,-Komplex alle die Vitamine der B-Gruppe. 
welche nicht Vitamin B, sind. 

Die Durchfiihrung der Versuche erfolgt unter gleichen aéuBeren Be- 
dingungen, wie sie bei der Vitamin B,-Nachweismethode geschildert wurden. 
Die jungen, wachsenden Ratten erhalten aber hierbei eine Vitamin B,-freie 
Kost, welche im iibrigen gleich wie die oben beschriebene zusammengesetzt, 
statt der autoklavierten Trockenhefe den Vitamin B,-Extrakt nach Sherman- 
Bourquin enthalt. Die Methode beruht darauf, daB diejenige Dosis des zu 
untersuchenden Praparats ermittelt wird, welche innerhalb 35 Tagen 


Tabelle III. 





Wochentliche 
Durehschnittszunahme 
in Gramm 


Tagesdosis Anzahl 


-riiparat r na 
Priip in mg der Tiere 


Bergius-Trockenhefe rer 

49) 
Scholler-Wiirze-Trockenhefe. . 5 24 
Holzzuckerwiirze-Trockenhefe em 
| 


3,96 


Schlempe-Trockenhefe mo 
dae 
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taglich an Vitamin B,-verarmte Ratten gegeben, diese zu einem Wachstui 
veranlaBt, welches eine durchschnittliche Zunahme von 3 bis 4 g pro Wocl\ 
hervorruft. Auch hier wird an Gruppen von 10 Ratten gearbeitet. 

Die Wirkung wird in biologischen Einheiten ausgedriickt, und zwa: 
enthalt cine Dosis, die das geforderte Wachstum verursacht, 1 biologisch: 
Einheit Vitamin B.-Komplex. Die erhaltenen Ergebnisse sind in 
Tabelle III geordnet. 

Hieraus errechnet sich der Gehalt an biologischen Einheiten 
Vitamin B. in 100g Hefe wie folgt: 


Tabelle IV. 





1. Bergius-Trockenhefe 1333 biol. Einh. Vitamin B, in 100 ¢ 
2. Scholler-Wiirze-Trockenhefe 1333 biol. Einh. Vitamin B, in 100 g 
3. Holzzuckerwiirze-Trockenhefe 2000 biol. Einh. Vitamin B, in 100 g¢ 
4. Schlempe-Trockenhefe 2000 biol. Einh. Vitamin B, in 100 g 


Beziiglich der Trockenhefen Bergius und Scholler-Wiirze ist zu 
bemerken, daB die festgestellten Werte Mindestwerte sind und der 
tatsachliche Gehalt etwas héher als angegeben zu bemessen sein wird. 
er erreicht aber den Gehalt der anderen Hefen mit 2000 biologischen 
Kinheiten Vitamin Bz in 100 g nicht. Die Unterschiede fallen im iibrigen 
nicht allzusehr ins Gewicht, da die Fehlergrenzen der Wachstums- 
methode ziemlich breit sind. 

Zur Beurteilung des Vitamin B,-Gehalts ist darauf hinzuweisen. 
daB auch in friiher untersuchten Hefen ahnlicher Herkunft ein ahnlicher 
Vitamin B,-Gehalt gefunden wurde. Der Vitamin B,-Gehalt aller auf 
Holzzuckernahrbéden gewonnener Hefen ist im iibrigen hdher als der 
von Bierhefen, welcher im allgemeinen bei Trockenhefe mit ungefahr 
800 biologischen Einheiten zu bemessen ist. Beziiglich des Vitamin 
B.-Gehalts sind also die untersuchten Hefen giinstig zu beurteilen. 


Zusammenfassung. 


Es wird iiber den Vitamin B,;- und B,.-(Komplex-)Gehalt von 
Trockenhefen (Torula utilis) berichtet, die nach technischem Verfahren 
auf verschiedenen Holzzuckernihrbéden und auf Schlempe geziichtet 
worden waren. Der Vitamin B,-Gehalt betrug in Bestatigung friihere1 
Versuche in 100 g 500 bis 800 I. E., also etwa 1/19 bis 1/99 des Vitamin B,- 
Gehalts, der in Biertrockenhefe gefunden wird. 

Der Vitamin B,-Gehalt nach der Rattenwachstumsmethode be- 
stimmt, ist — ebenfalls in Bestatigung fritherer Ergebnisse — wesentlich 
hdher als der der Biertrockenhefe. Er wurde zwischen 1333 und 2000 
biologischen Einheiten in 100 g der Trockenhefen ermittelt. 


Die Arbeiten wurden ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Reichsstelle 
fiir Wirtschaftsausbau. 





(‘ber Grenzdextrine und Stirke. 
lV. Mitteilung: 
Uber Grenzdextrine aus Maisstiirke. 
Von 


B. Ortenblad und K. Myrbiick. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 20. Oktober 1939. ) 


In zwei friiheren Mitteilungen (1) (2) haben wir tiber die durch 
Takadiastase aus Maisstirke gebildeten Grenzdextrine berichtet. Zum 
Vergleich soll hier eine Ubersicht iiber die entsprechenden, durch Malz- 
amylase (d.h. durch das natiirliche Gemisch der x- und f-Amylasen) 
aus derselben Starkesorte erzeugten Dextrine gegeben werden. Dabei 
ist hervorzuheben, daB unsere Kenntnisse iiber die enzymatische Ein- 
heitlichkeit von Amylasepraparaten tiberhaupt sehr liickenhaft sind. Ins- 
besondere gilt dies von den sogenannten Malzamylasepraparaten. Zwar 
wissen wir, da} sie Gemische von den zwei, jetzt recht wohl definierten 
Saccharogen- und Dextrinogenamylasen sind; die Unterschiede in der 
Lage der sogenannten Verzuckerungsgrenze, die man bei verschiedenen 
Malzamylasepraparaten beobachtet, lassen sich aber nicht etwa durch 
ein verschiedenes Mischungsverhialtnis dieser zwei Enzyme erklaren. 
Die Existenz der Amylasekomplemente ist unserer Ansicht nach minde- 
stens unbewiesen und es ist anzunehmen, daB in den Malzextrakten 
neben den zwei ,,normalen*’ Amylasen noch kleine und wechselnde 
Mengen von speziellen Amylasen vorhanden sind, die besondere Bin- 
dungen lésen kénnen. Der SchluB mu also leider gezogen werden, 
daB Versuche mit ,,Malzamylase‘‘ und mit den meisten anderen Amylase- 
praparaten nicht ohne weiteres reproduzierbar sind, wenigstens nicht, 
wenn die Spaltungsversuche tiber lingere Zeit ausgedehnt werden. 


Dabei kénnen namlich die speziellen Amylasen zu einer schwer kon- 
trollierbaren Wirkung kommen, insbesondere da iiber ihre Stabilitiat 
nichts bekannt ist. Trotzdem sind wir davon iiberzeugt, daB die naihere 
Untersuchung der Grenzdextrine fiir das Starkeproblem von ent- 


scheidender Bedeutung ist, da die Grenzdextrine unserer Auffassung 
nach primare Spaltprodukte sind, und zwar eben die konstitutions- 
chemisch interessantesten Teile der Starkemolekiile. Wir haben deshalb 
danach gestrebt, erstens eine Ubersicht iiber die aus den verschiedenen 
Starkesorten durch die verschiedenen Amylasen gebildeten Grenz- 
dextrine zu geben, wobei zunachst die Mengen und MolekulargréBen 
der Dextrine bestimmt wurden, zweitens eine nahere Untersuchung 
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des Baus der aus den Rohfraktionen gewonnenen, dem Molekula: 
gewicht nach einheitlichen Dextrine auszufiihren. Hier folgen ni 
Versuche tiber die Fraktionierung des durch Malzextrakt aus Mais 
stirke gebildeten Grenzdextringemisches. 

Malzextrakt. 500g amylasereiches Darrmalz wurden mit 1000 cen 
kaltem Toluolwasser 10 Minuten geschiittelt und filtriert. Bei dieser kurze: 
Extraktion wird verhailtnismaBig wenig an Verunreinigungen mitextrahiert 


20 Liter Wasser verkleistert. Bei etwa 50° wurden 75 ccm Malzextrakt 
zugesetzt und nach Abkiihlen auf Zimmertemperatur weiter 125 cem. Di 
Mischung blieb mit Toluol iiberschichtet 120 Tage stehen. Die Reduktion 
der Mischung nahm wahrend des letzten Monats nicht merkbar zu. Nun 
wurde klar zentrifugiert, der ungeléste Rest wurde zweimal mit Wasse: 
gewaschen und die gesamte Fliissigkeit auf 15 Liter eingeengt. Die Lésung 
wurde 10 Tage mit 50g frischer, sorgfaltig gewaschener Brauereihefe be 
handelt und filtriert. Die auf 850 cem eingeengte L6ésung wurde mit 800 cem 
95°oigem Alkohol versetzt. Dabei wurde ein sirupéser Niederschlag A 
und ein Filtrat B erhalten. Der mit Alkohol gewaschene und getrocknete 
Niederschlag A wurde in 4 Liter Wasser gel6st und nochmals 4 Tage mit 
Brauereihefe behandelt. Das Filtrat wurde wieder auf 1 Liter eingeengt 
Mit | Liter 95°,igem Alkohol wurde ein Niederschlag erhalten. Er wurcd 
mit Alkohol gewaschen und getrocknet = DextrinMMI. Das Filtrat 
wurde mit mehr Alkohol versetzt. Nach Zusatz von etwa 500 ccm trat 
wieder Niederschlagsbildung ein. Insgesamt 1000cem Alkohol wurde 
zugesetzt, der Niederschlag wurde gesammelt usw. Dextrin MM II 
Durch nochmaligen Zusatz von | Liter Alkohol wurde das Grenzdextrin 
praparat MM III erhalten und nach Zusatz von 4 Litern Dextrin MM IV 
Die Mutterlauge wurde auf 200 cem eingeengt und mit 300 cem 95 °,igem 
Alkohol gefallt = Dextrin MM V. Das Filtrat gab mit Alkohol keinen 
Niederschlag mehr. Es wurde zum Sirup eingeengt und durch Reiben mit 
abs. Alkohol das Dextrinpraparat MM VI gewonnen. 

Das Filtrat B (etwa 1,25 Liter) wurde mit dem gleichen Volumen 
Alkohol gefallt = Dextrin MM VII. Aus dem Filtrat konnten durch weiteren 
Zusatz von Alkohol nur Spuren von Dextrinen gewonnen werden. Es wurde 
deshalb auf 200 cem eingeengt, wieder mit Brauereihefe behandelt, filtriert 
und mit dem gleichen Volumen Alkohol gefallt = Dextrin MM VIII. Das 
Filtrat wurde auf einen Alkoholgehalt von etwa 80°, gebracht und erga} 
das Priparat MM IX. 

In der Tabelle I sind die Eigenschaften der Dextrinfraktionen zu 
sammengefaBt. Beziiglich der Methodik der Untersuchung siehe (1). 
Bei allen Diffusionsversuchen wurden Parallelbestimmungen mit 
Maltose, Rohrzucker oder Lactose vorgenommen. Die Reduktions. 
bestimmungen wurden nach Wiéllstdtter und Schudel [vgl. (3)] aus 
gefiihrt. Zu den Angaben des Phosphorgehalts soll bemerkt werden 
daB es wohl nicht ganz ausgeschlossen ist, daB bei der Behandlung mit 
verhaltnismaBig viel Hefe phosphorhaltige Stoffe aus der Hefe hinaus- 
diffundieren und méglicherweise mitgefallt werden kénnen. 

Zusammen wurden etwa 22 % der Starkemenge in Form von Grenz- 


dextrinen wiedergewonnen. Die Hauptmenge der Grenzdextrine 
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Uber Grenzdextrine und Starke. IV. 


Tabelle IL. 





teduktion Molekular- 
gewicht 

in 0/5 P.O in ° Molekular- aus der 

der Starke der gewicht Diffusions- 

Nr. Glucose daraus konstante 


Fraktion Dextrin Spezifische 


Drehung 


MM I sf 5,77 11,0 1650 
MM II ) ‘ ),129 171,6" 20,2 900 1100 
1230 
MM_ssI—TI 57, Sol 0,146 167,8° as 830 670 
715 
MM IV i 2,3 0,155 162,2° 680 715 
580 
580 545 
490 
MM 3, 8 0,234 133,79 31,6 570 140 
500 
505 
MM F 21,6 ‘a : 137,0° 34,: 520 135 
485 
470 


MM j 9, 0,305 156,9° 


MM 0,5 
MM IX 38,1 2,1 0,167 123,8° 37,4 480 195 


verteilt sich hier wie im Falle der durch Takadiastase aus Maisstirke 
gewonnenen Dextrine auf Hexa-, Tetra- und Trisaccharide. Die relativen 
Mengen sind aber verschieden. Wahrend die durch Takadiastase ge- 
wonnenen Dextrine zu etwa 60°, aus Hexasacchariden, zu schatzungs- 
weise 25° aus Tetrasacchariden und zu etwa 15°% aus Trisacchariden 
bestand, so finden wir, dab das Dextringemisch nach der Spaltung mit 
Malzextrakt nur etwa 15°, Hexasaccharide, héchstens 30° Tetra- 
saccharide, dagegen also schiétzungsweise 55°/, 'Trisaccharide enthalt. 
Es lige nahe, im Malzextrakt ein spezielles Enzym anzunehmen, das 
Hexasaccharide in Trisaccharide spalten sollte. Andererseits gibt es 
fiir eine soleche Annahme keine direkten Anhaltspunkte. 

Die aus der Reduktion berechneten Molekulargewichte stimmen 
gut mit den durch Diffusionsmessung ermittelten iiberein. Samtliche 
Grenzdextrine enthalten je eine freie Aldehydgruppe pro Mol. Bei 
beiden Methoden gilt selbstverstandlich, daB die Werte bei Anwesenheit 
von Maltose oder anderen niederen Zuckern entstellt werden miissen. 
Nun sind aber die Dextrinpraparate durch Behandlung, oft sogar wieder- 
holte Behandlung, mit Brauereihefe von leicht vergirbaren Zuckern 
befreit worden, so da nennenswerte Mengen von Maltose oder Glucose 
nicht anwesend sein kénnen, die letzte Fraktion vielleicht ausgenommen. 
Es ist aber natiirlicherweise nicht auszuschlieBen, daB nicht vergarbare 
Disaccharide darunter vorkommen. Ihre Menge diirfte jedoch unter 
allen Umstanden nicht groB sein. Oft wurde festgestellt, daB Dextrin- 


praparate Saccharide enthielten, die sehr langsam durch lebende 


Biochemische Zeitschrift Band 303. 99 




















338 8. Ortenblad u. K. Myrback: 


Hefe vergoren wurden. Die Geschwindigkeit ist ungleich langsame: 
als die der Maltose und die Vergirung von Maltose bzw. Glucose wird 
durch die Dextrinpriparate nicht im geringsten gehindert. Auf dies 
Fragen kommen wir zuriick. 

Von besonderem Interesse war es zu untersuchen, inwieweit die als 
Trisaccharide bezeichneten Fraktionen einheitlich sind. Einen Anhalts 
punkt bietet schon der Umstand, daB vier (oder sogar fiinf) nach 
einander folgende Fraktionen dasselbe Molekulargewicht von rund 500) 
zeigen. Wir haben aber weitere Fraktionierungsversuche ausgefiihrt 
und zwar wurde dazu die gr6Bte Fraktion MM V gewahlt. 

Die Hauptmenge (165 g) wurde in Wasser gelést und mit frischer, g 
waschener Brauereihefe versetzt (Volumen | Liter). Nach 20 Stunden Stehen 
bei 30° wurde filtriert und auf 200 cem eingeengt. Durch Zusatz von 600 cem 
Alkohol wurde die erste Fraktion MM Va gewonnen. Mutterlauge + Wascl 
alkohol (1150 cem, 57°,ig) wurde mit 750 cem Alkohol versetzt. Niedei 
schlag Dextrin MM Vb. Mutterlauge (1,9 Liter 72°.iger Alkoho!) 
nochmals mit 0,3 Liter Alkohol versetzt. Niederschlag = Dextrin MM Ve 
Mit 0,5 Liter Alkohol gab die Mutterlauge das Dextrinpriparat MM Vd 
Zum Filtrat wurden nochmals 1,3 Liter 95°,iger Alkohol zugesetzt. Niede1 
schlag = Dextrin MM Ve. Die Mutterlauge wurde jetzt auf 125 ccm ein 
geengt. Garversuche mit lebender Brauereihefe zeigten, daB nur seh 
langsam garende Substanzen anwesend waren. Mit 400 cem abs. Alkoho! 
wurde eine Dextrinfraktion MM Vf erhalten. Filtrat + Waschalkoho! 
wurden mit 800cem Alkohol versetzt. Der Niederschlag konnte durch 
Sieben in einen feinkérnigen Teil, Dextrin MM Vg, und einen gréberen, de: 
undeutliche Kristalle zu enthalten schien, Dextrin MM Vh, aufgeteilt 
werden. Die Mutterlauge wurde zum Sirup eingeengt und mit viel abs 
Alkohol verrieben. Das Ungeléste = Dextrin MM Vi. Der Alkohol nahm 
etwas Substanz auf, die aber nicht naher untersucht wurde. 

Samtliche Grenzdextrinfraktionen wurden im Garversuch gepriift. 
Nur sehr langsam vergirbare Stoffe waren vorhanden. Die Gar- 
geschwindigkeit war viel geringer als die der Maltose und die Maltose- 
garung wurde durch die Grenzdextrinfraktionen nicht gehemmt, was 
in besonderen Versuchen genau untersucht wurde. Einige Versuche 
seien angefiihrt: Je 0,15 g Grenzdextrin in 2 ccm Aufschwemmung von 
frischer, gewaschener Brauereihefe in 0,5°%, Phosphat von py = 5,5 


Tabelle II. 





Dextringirung Maltosegirung 
ecm Kohlenséure nach cem Kohlensaure nach 
Dextrin (- a ee ese) aera ee 

15 25 65 95 160 200 10 25 

Min. Min. Min. Min. Min. Min. Min. Mir. 

_ 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3 0.3 0,0 0,0 
MM Vb 0,2 0,2 0,5 0,7 0,9 1,0 4,2 8,4 
MM Vd 0,2 0,4 0,6 0,7 1,0 1,1 4,2 8,0 
MM Vf 0,1 0,3 0,6 0,7 1,0 1B 4,0 9,0 
MM Vh 1,2 1,4 iy 1,8 2,1 2,3 4,9 8,2 
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Die Kohlensaureentwicklung wurde gemessen. Nach 200 Minuten 
wurden 0,1 g Maltose zu jeder Versuchsmischung zugesetzt und die 
Kohlenséureentwicklung wieder gemessen (Tabelle II). 


Die deutlich schnellere Garung wahrend der ersten Viertelstunde 
im letzten Versuch deutet darauf, daB in diesem Dextrinpriparat eine 
Spur Maltose vorhanden ist. Die langsame Garung kann dagegen kaum 
von Maltose herriihren. Diese schwache Gasentwicklung setzt sich ziem- 
lich lange Zeit fort, wie z. B. aus den Versuchen der Tabelle ILI hervor- 
geht. Die Versuche wurden mit zwei verschiedenen Proben von lebender 
Hefe ausgefiihrt, die erste war soeben aus der Brauerei geholt, die 
zweite war 5 Tage in wasseriger Suspension im Eisschrank aufbewahrt. 


Tabelle II. 





eem Kohlensiure nach 
Dextrin 2 
oder Zucker 15 30 125 5 21 29 45 
Min. Min. Min. Std. Std. Std. Std 


Hete 


= 0,2 0,2 0,5 0.6 0,8 0.8 0,8 
| 015g MM Vb 0,2 0.5 1.5 1,8 2,8 3,4 4,0 


Hefe | 0,.15¢ MM Vf 0,2 0,6 1,6 2.3 3,4 3,8 3,8 
| 015gMMVi 04 O08 20 26 37 40 40 

0.05 g Maltose 5.6 7,4 7,6 7.6 8,9 9,2 9.2 

0,2 0,2 0.4 0.4 0.4 0,7 0.8 

| 016gMMVb' 02 05 15 25161 72) 25 

Hefe II 015¢MMVE 1,2 1,5 25 §6. 3366 716° 80 | 8&2 
| 015gMMVi 13 16 26 34 #68 =80 86 

0,05 g Maltose 5.5 7.6 7.9 8.0 8.6 8.6 8.6 


Bei der Vergarung der Dextrinbestandteile ist also ein deutlicher 
Unterschied zwischen den beiden Hefen zu bemerken, und zwar vergirt 
die alte Hefe mehr als die ganz frische. Wahrscheinlich kann dies damit 
in Zusammenhang gesetzt werden, daf} die alte Hefe ein wenig autolysiert 
ist und eine erhéhte Permeabilitat besitzt. Die vollstandig permeable 
Trockenhefe aus derselben Brauereihefe vergart sowohl Dextrine wie 
Starke weitgehend (4). Auch ganz frische Hefen geben jedoch eine 
langsame Garung, die keine Maltosegarung sein kann. Dies ist besonders 
in Versuchen mit einer sehr haltbaren. frischen PreBhefe deutlich, iiber 
die spater berichtet werden soll. 


Die Molekulargewichte der Dextrinfraktionen MM Vb bis i findet 
man in der Tabelle IV. 


Es diirfte also klar sein, dal} das fraktionierte Grenzdextrin zum 
gr6Bten Teil aus Trisacchariden besteht, da wenigstens die vier letzten 
Fraktionen ganz aus Trisacchariden zusammengesetzt sind. Auch 


29% 





B. Ortenblad u. K. Myrback : 


Tabelle IV. 





Rednktion Molekulargewicht Molekulargewik 
Dextrin Menge in g in ‘ aus der aus 
der Glucose Reduktion Ditfusionsversu: 


MM V: 0.5 

MM V 20,0 30,: 600 575 
MM Ve 23.3 30, 600 625 
MM V 30.: 600 560 
MM Ve t 30,8 600 650 
MM Vf 33,¢ 540 450 
MM Vg 2! 33, 540 5O0 
MMV 4,8 OS 540 540 
MM Vi 21, 34,! 520 540 


die ersten vier Fraktionen enthalten zum groBen Teil Trisaccharid 
jedoch wahrscheinlich mit Tetrasacchariden gemischt. 

Dab die Reduktionsfahigkeit etwas niedriger ist als man fii 
ein Trisaccharid berechnet, diirfte damit zusammenhiangen, dab all 
die in dieser Weise gewonnenen Grenzdextrine selbstverstandlich klein: 
Mengen von aus den Enzymlésungen stammenden Verunreinigungen 
enthalten. Dies zeigt sich auch bei Versuchen iiber die vollstaéndig« 
Saurehvdrolyse der Produkte. Beispiele in der Tabelle V. 


Ta belle V. 





ineutite Hydrolysierte Menge mg Glucose 


mg berechnet gefunden 


MM Ve 29,3 31, 29,9 
MM Vf 30,1 32,: 30,8 
MM Vi 29,1 al, 29,2 


Nach diesen Versuchen sollten die untersuchten Dextrine rund 
5°, Nichtkohlenhydratbestandteile enthalten. Rechnet man _ die 
Reduktionsfahigkeit der nicht hydrolysierten Substanzen auf wirklichen 
Kohlenhydratgehalt um, so erhalt man die Werte der Tabelle VI. 


Tabelle VI. 





Reduktion in °), Molekulargewicht 


Dextri : 
trin von der der Glucose aus der Reduktion berechnet 


MM Vf 34,9 516 
MM Vi 36.7 491 


Da die Grenzdextrine nicht in kristallisierter Form gewonnen 
werden konnten, so ist selbstverstandlich ihre Befreiung von Ver 


unreinigungen schwierig. Den endgiiltigen Beweis dafiir, da} wir es hier 
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wirklich mit Trisacchariden zu tun haben, lieferten aber Methylierungs- 
versuche. Es zeigte sich namlich, daB das vollmethylierte Produkt aus 
einer als Trisaccharid bezeichneten Grenzdextrinfraktion im Hoch- 
vakuum destilliert werden konnte, und zwar wurde dabei neben ganz 
kleinen Mengen von niedrigsiedenden Stoffen und einem ebenfalls 
kleinen nicht destillierbaren Rest die Hauptmenge der methylierten 


Substanz als konstant siedende Verbindung gewonnen. Die Analyse 


dieser Verbindung, tiber die spiter naher berichtet werden soll, stellte 
auber Zweifel, daB ein methyliertes Methylglykosid eines Trisaccharids 
vorliegt. 
Literatur. 
1) K. Ahlborg u. K. Myrbdck, diese Zeitschr. 297, 172. 1938. 

2) K. Myrbdck, ebenda 297, 179, 1938. 3) K. Myrbdck u. B. Ortenblad, 
Swensk kem. tidskr. 50, 72, 1938. 4) K. Myrbdck, B. Ortenblad u. K. Ahl- 
borg, Enzymologia 8, 210, 1937. 








Triibungsmessungen an Virusproteinen 
bei verschiedenen Aciditiiten. 
Von 
Edgar Pfankuch. 
(Biologische Reichsanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft. Berlin-Dahlem 
(Eingegangen am 1, November 1939.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Triibungsmessungen an Proteinen sind oft gemacht worden und 
ebenso oft als schlecht oder gar nicht reproduzierbar abgelehnt worden 
Wenn sich daher diese Methodik bei einigen pflanzlichen Virusproteine: 
so gut bewahrt hat (1), so muBten offenbar besonders giinstige Ver 
haltnisse vorliegen. Nun sind ja tatsdichlich diese Virusproteine so rein 
und einheitlich darstellbar wie nur wenige andere Proteine, so dal} das 
reproduzierbare Aggregationsverhalten der Virusproteine zu erwarten 
war. Aber diese hochmolekularen Proteine boten doch noch ander 
Méglichkeiten, die bei den iiblichen niedermolekularen Proteinen nicht 
vorhanden sein konnten. 

Die Rayleighsche Forme! besagt, daB die Intensitat des abgebeugten 
Lichtes nicht nur der Konzentration der dispersen Phase, sondern bei 
gleicher Konzentration auch dem Volumen des dispergierten .Teilchens 
proportional ist. Wahrend bei den normalen Proteinen mit Molekulat 
gewichten von héchstens einigen Hunderttausend dieses Volumen so 
klein ist, daB verdiinnte molekulardisperse Lésungen keine mefbar: 
Triibung aufweisen kénnen, ist das Volumen der Virusmeclekiile und 
damit die Intensitat des T'yndall-Lichtes bei Viruslésungen 10-_ bis 
100mal gréBer und die Triibung daher gut meBbar. Vermutlich ist 
auch der Einfluf der Doppelschicht und der Hydrathiille auf de: 
effektiven Brechungsindex des dispergierten Teilchens bei den kleinere: 
Molekiilen gr6Ber als bei den Makromolekiilen. Der Unterschied ck 
Brechungsindizes zwischen dispergierter Phase und Dispersionsmitte! 
und somit wiederum die Intensitét des 7'yndall-Lichtes sollte also bei 
den Makromolekiilen der Virusproteine gréSer sein als bei den kleinen 
Molekiilen der normalen Proteine. Die quantitativen Triibung- 
messungen von reinen Viruslésungen sind also darum so wertvoll, wei 
sie einen sicheren RiickschluB auf den auch biologisch wichtigen Di- 
persionszustand des Virusproteins erlauben, da die Triibung nicht erst 
kiinstlich durch unkontrollierbare Aggregationsvorgainge erzeugt wurde 
sondern eine unmittelbare Eigenschaft des Untersuchungsobjektes ist 
Aus diesem Grunde hat sich auch die Triibungsmessung als Kontrol|: 
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der praparativen Virusdarstellung so gut bewahrt, dab man Virus- 
proteine nicht als rein bezeichnen und verwenden sollte, ohne diese 
leichte Kontrolle durchgefiihrt zu haben. 

Weniger gut oder gar nicht ausdeutbar sind natiirlich die Aggrega- 
tionstriibungen, da hier die Eigenschaften von kiinstlich erzeugten 
Aggregaten unbekannter GréBe und Form gemessen werden. Das 
hindert aber durchaus nicht ihre praktische Brauchbarkeit zur Charak- 
terisierung von Virusproteinen, wie das Beispiel der Ammonsulfat 
triibungen gezeigt hat. Wenn im folgenden tiber die Abhangigkeit der 
Triibung von Viruslésungen von der Aciditat kurz berichtet wird, so 
veschieht dies unter anderem auch deshalb, weil sich auch hier die 
Virusproteine wie normale nackte EiweiBmolekiile verhatten haben. 


Versuchsanordnung. 


Die Triibungsmessungen wurden mit dem Pulfrich-Photometer durch- 
geftihrt wie bisher (1). Filter Z,, Vergleichshelligkeit 4. Die gemessenen 
Triibungen wurden auf den unverinderlichen geeichten Glastriibkérper 
bezogen und als absolute Triibung (absol. Triibg.) nach der Definition der 
Firma Zeiss angegeben. Als Kennwert fiir ein Protein wird seine spezi 
fische Triibung (spez. Triibg.) berechnet und angegeben, d.h. die absolute 
Triibung einer Lésung mit 100°,, Proteingehalt. 

100 - absol. ‘Triibg. 
Spez. Triibg. : : ° 
Proteingehalt in °,, 

Puffer. 1. Phosphat-Citrat-Ammoniakpuffer nach Willstdtter-Grass- 
mann (2). Die Grundlésung ist !/, molar, 22,6 g KH,PO, und 35,7 g krist. 
Citronensaure werden zu 500 cem gelést. Je 150 cem dieser Lésung werden 
mit wechselnden Mengen etwa 3 molarem Ammoniak versetzt und auf 
250 cem aufgefiillt. Die fertige Lésung ist '); molar, die Pufferkapazitit 
ausreichend von pH 2 bis 9. 

2. Malonat-Succinatputfer. Grundlésung ebenfalls !, molar, 17,35 ¢ 
Malonsiiure und 19,65 g Bernsteinsaéure zu 500 cem gelést, weiter wie oben. 
Die Pufferlésung ist '|; molar, die Pufferkapazitit ausreichend von py 1,5 
bis 6,5. 

Triibungsansdtze. Zu teem Pufterlésung wurden (6—«a)cem dest. 
Wasser und @ ccm Viruslésung zugegeben und umgeriihrt. Vor jeder Messung 
wurde umgeschwenkt und nach genau 2 Minuten abgelesen. Ablesungen 
jeweils 5, 30, 60 Minuten nach dem Triibungsansatz. Pufferkonzentration 
im Triibungsansatz '/,, molar, Gesamtvolumen 12 cem. 

Virusdarstellung wie bereits mitgeteilt (1). TM.-Virus Tabakmosaik 
Virus, AM.-Virus Aucubamosaik-Virus, Kartoffel-X-Virus, Stamm Cs 35. 

Wie die Abb. 1 zeigt, entspricht das Triibungsverhalten der Virus- 
proteine ganz dem der normalen einheitlichen EiweiBkérper. Von der 
alkalischen Seite her kommend, zeigen namentlich das TM.- und das 
AM.-Virus iiber einen weiten py- Bereich hinweg eine konstante Triibung. 
dann bei py 4 einen sehr steilen Anstieg der Triibungskurve und nach 
einem anscheinend gut definierten Maximum einen ebenso  steilen 
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Abstieg. Die Kurven des TM.- und des AM.-Virus sind fast identisc! 
ganz anders geformt die des X-Virus, anscheinend ohne ein detiniertes 
Maximum. Die Abb. 1 ist konstruiert aus Triibungsmessungen, dic 
1 Stunde nach dem Triibungsansatz durchgefiihrt wurden. Ablesunge: 
nach 30 und nach 5 Minuten ergeben ahnliche, aber niedrigere Kurve: 





spez. Tribung —~ 
§ § 


8 


























50 70 
Py 


QF 


Abb. 1. Aciditiitstriibungskurven (Citratputffer). 
—— = Tabakmosaikvirus. 
Aucubamosaikvirus. 
Kartoffel-X-Virus. 


Die Tabelle L gibt einige Unterlagen fiir die Entstehung solcher Aciditats 
triibungskurven, simtliche gemessenen Werte anzufiihren, diirfte nicht 
notwendig sein. 


Tabelle I. Aucubamosaik-Virus. Citratpuffer. 





Protein im Ansatz Spezifische Triibung nach 


Pu 


0/5 5 Min. 30 Min. 60 Min. 
2,44 0,016 9 44 45 47 
2,75 0,004 229 295 445 536 
3,07 0,002 114 528 645 

3,13 0,002 114 562 638 706 
3,24 0,002 114 548 651 720 
3,46 0,002 114 411 542 630 
3,67 0,004 229 230 339 439 
3,91 0,016 91 69 80 103 
4,03 0,021 14 52 54 55 
4,90 0,042 29 42 43 45 
5,83 0,042 29 38 39 39 
7,16 0,042 29 38 39 39 
8,92 0,042 29 37 37 38 


Steigende spezifische Triibung ist ein Ausdruck steigender Teilchen- 
eréBe, wenn wir also wie tiblich und meist zulissig, Aggregations 
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maximum Loslichkeitsminimum isoelektrischer Punkt setzen, so 
haben wir offenbar in der Triibungsmessung ein bequemes Mittel in der 
Hand zur angendherten Bestimmung des isoelektrischen Punktes und 
wich eine Méglichkeit zur Beurteilung der Einheitlichkeit eines Proteins. 
In der obigen Abb. 1 ist das Maximum nicht eingezeichnet worden, 


extrapoliert man es graphisch durch sinngemabe Erginzung der Kurven- 


form, so erhalt man die in Tabelle Ll angefiihrten py-Werte fiir den 
isoelektrischen Punkt. 


Beim TM.- und AM.-Virus stimmen diese Werte sehr gut tiberein 
mit den aus den Mittelpunkten der Kurvenbasis errechneten py-Werten, 
ein Zeichen dafiir, da Anstieg und Abfall der Triibung symmetrisch 
verlaufen, daB also die beiden Virusproteine einheitlich sind. Die 
absoluten Werte fiir den isoelektrischen Punkt sind abhangig von der 
Pufferzusammensetzung, wie dies auch bei anderen Proteinen der Fall 
ist; sie liegen beim Citratpuffer eindeutig saurer infolge einer Anionen- 
adsorption, die auch in anderen Fallen beobachtet worden ist. Fiir den 
isoelektrischen Punkt des TM.-Virus ist auf Grund von Elektrophorese- 
beobachtungen angegeben worden ein py von 3,3 in ungepufferter 
Lésung (3), von 3,49 in Acetatpuffer (4), das Léslichkeitsminimum lag 
bei 3.4 (5). Die Ubereinstimmung dieser Literaturangaben mit der 
Tabelle IL ist befriedigend. Unser Aucubamosaikvirus besitzt nach den 
Triibungsmessungen denselben isoelektrischen Punkt wie das TM.-Virus, 
wahrend er nach Literaturangaben um 0,4 py alkalischer, bei 3,7, liegen 
sollte (6). Die Ursache dieser Differenz ist unklar. 


Tabelle Ll. pu-Werte fiir den isoelektrischen Punkt. 
Maximum = isoelektrischer Punkt gegeben durch das graphisch extirapolierte 
Maximum der Triibungskurve. Symmetrie = isoelektrischer Funkt gegeben 
dureh die Mitte der Triibungskuw ve bei der spezifischen Tribung 100 baw. 200. 





Triibung nach Citratpuffer Malonatpuffer 


Virus Min 


Maximum Symmetrie Maximum Symmetrie 
TM. 5 3,1! ; 3,28 
30 3,16 A 3,34 
60 3,16 : 3,28 
Mittel: ) 3.30 
5 ; 3,2 3,24 
20 ( 3,$ 3,36 
60 3,1! 3,2 3,30 
Mittel: A 3,30 
5 
30 
60 


Mittel: 
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Beim Kartoffel-X-Virus kann auf Grund der Triibungsmessune+ 
iiberhaupt nicht von einem isoelektrischen Punkt gesprochen werde: 
wie Tabelle If und Abb. 1 zeigen. Das Protein ist zweifellos nicht 
einheitlich, vielleicht aber nur nicht homodispers, wie die hohe spezifisc| 
Triibung im Neutralpunkt vermuten laBt. Allenfalls kénnte man fii 
das molekulardisperse Virus aus der Kurvensymmetrie einen iso 
elektrischen Punkt von 3,75 erschlieBen. Fur ein besonders sorgfaltiy 
nur durch Ultrazentrifugierung isoliertes X-Virus wurde von Loring (7 
der isoelektrische Punkt in Phthalat-Borat-Phosphatpuffer bei 3.7 
yefunden, wahrend X-Virusproteine, die durch Salz- oder Séaur 
fallungen isoliert worden waren, wesentlich alkalischere Werte von 4.4 
bis 5,0 aufwiesen. 


Die grofe Empfindlichkeit des X-Virus gegen Sauren geht auc! 
aus dem in der Tabelle Il] wiedergegebenen Versuch hervor. Di 
Aggregate, die durch héhere Wasserstoffionenkonzentration gebildet 
werden und die auch die erhéhte Triibung bedingen, zerfallen bein 
Riickneutralisieren der Lésungen nur teilweise wieder, die spezifisch 
Triibung des Virusproteins wird durch eine solche Behandlung erhéht 
Die Bildung solcher irreversibler Proteinaggregate ist wieder am starksten 
in der Gegend des vermutlichen isoelektrischen Punktes, bei einem ;), 
von etwa 3,7. Diese irreversible Aggregation geht parallel mit eine: 
von Loring (7) nachgewiesenen irreversiblen Inaktivierung des Virus 
so dab hier ursichliche Zusammenhange bestehen miissen. TM.- und 
AM.-Virus verhalten sich ganz anders, da solche irreversiblen Erhéhungen 
der spezifischen Triibung als Folge einer Saureeinwirkung nicht mit 
Sicherheit nachweisbar waren. 


Tabelle IIL. 


Salzfreie neutrale X-Viruslésungen wurden mit Citratpuffer auf die i 
Spalte I angegebenen Aciditaten gebracht. Nach dreistiindiger Kinwirkung~ 
dauer wurden samtliche Lésungen neutralisiert und die absolute Triibuny 
gemessen (Spalte II). In der von Anfang an neutralen Lésung blieb di 
Triibung wihrend der 3 Stunden unverandert, die Triibung der andere: 
Losungen wurde daher prozentual auf diesen Wert bezogen (Spalte II! 
irreversible Zunahme der spezifischen Triibung). 








Zunahme der Zunahme der 
Absolute spezifischen Absolute spezifischen 
PH Triibung Triibung PH Triibung Triibung 
0 F 0 
2,34 0,012 76 52 3,93 0,016 09 91 
Bld 0,015 36 83 1,07 0,015 5 84 
3,37 0,016 23 93 4,91 0,010 0 19 
3,51 0,018 34 95 6,87 0,008 4 0 
3,62 0,016 67 98 








— 





Une} 


Tde! 
nicht 
fisch 
n ft 


ISO 
faltig 
ng (7 
37 
aur 
n 44 


auc} 

Dir 
ildet 
bein 
sche 
ht 
(STE 
nh pj 
inet 
irus 
und 
agen 


mit 


ny- 
UL 
dik 


[1] 


der 
en 





[riibungsmessungen an Virusproteinen bei verschiedenen Aciditaten, 347 


Tabelle IV. TM.-Virus. 








Spezifisch« Spezifische Spezifische Spezifische 
YH Triibung Viscositit * PH Triibung Viscositat * 
10,61 v4 5,53 30 49.0 
8,92 28 29,2 4,97 31 139.4 
8,27 28 35,2 4,24 31 223,0 
7,69 29 43,0 3,74 160 50,2 
6,51 29 47.6 3,03 620 95.8 
6,03 29 47,6 Soke 29 49,8 

io) — 1 ; ; . 

o Oli } - Konzentration C in g Protein je cem. 


( ’ 


Vergleicht man eine solche reversible und symmetrische Aciditats- 
triibungskurve wie die des TM.-Virus mit der Aciditatsviskositatskurve 
desselben Virus (8), so ist ersichtlich keine Parallelitat der Kurven 
vorhanden (Tabelle IV). Das ist auch nicht notwendig, da die spezifische 
Triibung eine Funktion von Teilchenform und TeilchengréBe, die 
Viskositat aber nur eine Funktion der Teilchenform ist, namlich des 
Achsenverhdltnisses der hier vorliegenden Staibchenmolekiile. Eine 
Gegeniiberstellung der beiden Kurven mul also bestimmte Aussagen 
erméglichen iiber Form und GréBe der Virusteilchen. Kommt man 
nun vom alkalischen Bereich her, so steigt die Viskositat mit steigender 
Aciditat erst allmahlich, dann bei py 5 sprunghaft an und erreicht bei 
pu 4,24 ihr erstes Maximum; bis zu diesem Punkte hat aber die spezifische 
Triibung iiberhaupt noch nicht zugenommen. Die Ursache dieser 
Divergenz ist eine rein lineare Polymerisation der Virusmolekiile, die 
das Achsenverhaltnis der Stabchen vervielfacht und die Viskositat 
entsprechend erhéht, den Querschnitt der Stabchen und die Licht 
abbeugung aber nicht verindert. Erst von py 4 ab setzt auch eine sehr 
schnell fortschreitende laterale Polymerisation ein, die den Querschnitt 
der Teilchen und die Triibung vergréBert, das Achsenverhaltnis und die 
Viskositat natiirlich vermindert. Im isoelektrischen Punkt fallen dann 
maximale Triibung und minimale Viskositaét zusammen, und zwar 
infolge maximaler seitlicher Aggregation. Auf der sauren Seite des 
isoelektrischen Punktes wiederholen sich jetzt dieselben Vorgange noch 
einmal, so da die Viskositat zu einem zweiten Maximum infolge der 
Auflésung der seitlichen Polymerisation ansteigen kann. Die Triibung 
muB aber aus demselben Grunde sofort wieder absinken, schlieBlich 
auch die Viskositat, da bei py 2,12 auch die linearen Polymerisate wieder 
in ihre einzelnen Molekiile aufgelést sind, die Teilchen also wieder 
kiirzer geworden sind. 

Auf diese Weise laBt sich das anscheinend so komplizierte Ver 
halten der Viskositat mit zwei Kurvenmaxima und der Triitbung mit 
nur einem Maximum ganz eindeutig erklaren, um so sicherer, als die 
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Moglichkeit linearer und lateraler Polymerisationen des TM.-Viru- 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen unmittelbar sichtbar gemac! 
werden konnte (9). 


1) B. Pfankuech u. . diese Zeitschr. 299, 334, 
2) Willstdtter u. Grassmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 158, : 
3) H. S. Loring u. W. M. Stanley, J. 


Bot. 24, 59, 1937. 


W. M. Stanley, Amer. J. 


. amer. chem. soe. 58, 


4) Hriksson-Quensel 
5) R. J. Best, Australi 
6) W. M. Stanley, J. 
7) H. 8S. Loring, ebenda 126, 465, 19388. 
EF. Pfankuchu. H. Rush 


J. exp. biol. and med. science. 14, 1, 
‘hem. 117, 333, 1937. 
Lauffer, ebenda 126, 449, 19388. 
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Die Wirkung der Malonsiiure 
auf die Atmung des Nervengewebes. 
Von 
St. Huszak. 
(Aus dem Hirntorschungsinstitut der Universitat Szeged. ) 
(Eingegangen am 16. Oktober 1959.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Q@uastel und Wooldridge (1) erkannten im Malonat ein spezifisches 
Hemmungsmittel der Succinodehydrase; infolge seiner dem Succinat 
ihnlichen Molekiilstruktur kann es nimlich ebenso oder noch leichter 
an die spezifische Oberflache adsorbiert werden und auf diese Weise 
das Succinat von der Oberfliche des Ferments sozusagen verdrangen. 
Nach den Untersuchungen Szent-Gyérgyis und seiner Mitarbeiter (2) 
kénnen 0,5 g Muskelgewebe in einem Rauminhalt von 4 cem durch 5 mg 
Malonat ebenso in der Atmung gehemmt werden wie durch m/1000 
KCN. Daraus, daB die Ausschaltung der Succinodehydrase eine der- 
artig starke Verminderung der Atmung bewirkt, geht hervor, da das 
Succinat nicht einen einfachen Nahrstoff darstellt, sondern auch iiber 
eine katalytische Funktion verfiigen mub. Weitere Untersuchungen 
fihrten zu dem Ergebnis, daf das H des Naihrstoffes auf dem Wege iiber 
das Cy-Dicarbonséuresystem zum aktivierten Sauerstoff gelangt. 

Wir wollten in erster Linie die Frage kliren, inwieweit das C,-Di- 
carbonsauresystem (7. Szent-Gydrgyi) an der Atmung des Nervengewebes 
teilnimmt; zu diesem Zwecke priiften wir den EinfluB der Malonsiure 
auf die Atmung des Nervengewebes. Dabei wurde die Atmung der 
grauen und weiBen Substanz des Zentralnervensystems sowie des 
peripheren Nervensystems gesondert untersucht. Die weiBe Substanz 
und das periphere Nervengewebe enthalten kein Cytochrom und keine 
Cytochromoxydase (3); ihre Atmungsintensitit ist auch bedeutend 
geringer als die der grauen Substanz. 

Wir verwendeten Nervengewebe von Katze und Hund. Die Tiere 
wurden durch Entbluten getétet und die entsprechenden Gewebeteile 
von den Hauten und BlutgefiBen befreit. Nachdem sich gezeigt hatte, 
da®B die Versuchsergebnisse bei Verwendung zerschnittenen und gemahlenen 
Gewebes nicht voneinander abwichen, verwendeten wir gemahlenes Gewebe 
(gemahlen mit der Latapi-Hackmaschine unter Eiskiihlung). 

Die Gewebeteilchen wurden in einer phosphathaltigen Ringerlésung 
suspendiert, die 2,7mal konzentrierter war als die allgemein gebrauchliche. 
Zu je 1g des gemahlenen Gewebes verwendeten wir jeweils 3ccem dieser 
tingerlésung. Von dieser Suspension brachten wir 1,5 cem in das GefaBchen 
des Respirometers und erginzten sie auf 4ccem mit destilliertem Wasser 
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oder einer anderen zu untersuchenden Lésung, wodurch eine physiologis: 
Konzentration entstand. Die Experimente mit der Phosphatpufferlési: 
(pu 7,3) wurden auf ahnliche Weise ausgefiihrt. Die Sauerstoffaufnah 
bestimmten wir mit Hilfe des Warburgschen Respirometers im Wasser hai 
bei 37°C. Bei den Versuchen gelangten die Stoffe in Form ihres Natriuy 
salzes zur Verwendung. Die Brenztraubenséure wurde im Vakuum }|\ 
50° C zweimal destilliert; das Destillat wurde auf Eis unter tropfenweise: 
Zugabe von alkoholischer Natronlauge und staéndigem Umriihren bis zur 
Umschlag von Lackmuspapier neutralisiert, filtriert, mit absolutem Alkoliw 
gewaschen und schlieBlich im Exsikkator getrocknet. Malonat und K(\ 
wurden der Gewebesuspension vor dem Einstellen ins Wasser bad beigegeben 
die iibrigen untersuchten Substanzen lieBen wir vor Beginn des Versuch. 


aus einem SeitengefiB in die Suspension flieBen. Die Ergebnisse bliebe: 
unverdndert, wenn die untersuchten Stoffe und das Malonat zu gleiche: 
Zeit mit der Suspension vermengt wurden. Die Ablesung erfolgte all 


10 Minuten; der Sauerstoffverbrauch wurde im allgemeinen 2 Stunde: 


hindurch bestimmt. Zur Untersuchung des Muskelgewebes verwendete1 
wir die Oberschenkelmuskulatur der Tiere und verarbeiteten diese in ahnliches 
Weise wie das Nervengewebe. 


Die Wirkung des Malonats und Cyans auf die Grundatmung des 
Nervengewebes. 

Zunachst wurde die Wirkung von 5 bis 10mg Malonat auf dic 
Atmung des zentralen und peripheren Nervengewebes sowie auf Muske!l 
gewebe vergleichend untersucht. 

Beim Muskelgewebe war in jedem Falle eine hemmende Wirkung 
des Malonats zu beobachten. Die Hemmung stand im Verhaltnis zur 
Konzentration; durch 10mg Malonat wurde die Grundatmung des 
Muskelgewebes im Durchschnitt um 61°, gehemmt. Bei der Unter 
suchung des Nervengewebes fand in einem geringen Teil unserer Faille 
bei 5 bis 10 mg Malonat iiberhaupt keine Hemmung der Atmung statt 
in den tibrigen Fallen kam es im Verhaltnis der Konzentration zur 
Hemmung. Die prozentuale Berechnung der Hemmung ist aus Tabelle | 
ersichtlich. 

Tabelle I. 





Graue | Weibe Peripheres Muskel- 


Substanz | Substanz Nervengewebe gewebe 
4 0 0 0 0 0 0 0 
RO Sar RENIOIIG 6 6.60 5 oes cae 23 24 16 61 
O46 OOM: TRITON TRON 10.56 ce eve 71 56 50 77 
Zahl der ausgefiihrten Versuche 11 6 5 9 


Zwischen den mit der Phosphatpufferlésung und den mit der 
phosphathaltigen Ringerlésung ausgefiihrten Versuchen zeigte sich in 
bezug auf den Grad der Hemmung kein nennenswerter Unterschied 
Wie aus der Tabelle I hervorgeht, laBt sich bei der Untersuchung von 
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Xervengewebe im Durchschnitt ein bedeutend geringerer Hemmungs 
vad nachweisen als bei der Untersuchung von Muskelgewebe. 

Tabelle | zeigt auch die Cyanempfindlichkeit der beiden Gewebe. 
Die Cyanempfindlichkeit der grauen Masse des Zentralnervensystems 
ind des Muskelgewebes liegen einander nahe, wahrend jene der weiben 
Substanz und des peripheren Nervengewebes bedeutend geringer ist. 


Es fallt noch auf, daB das Nervengewebe insbesondere die graue 
Substanz des Zentralnervensystems einen groben Unterschied 


wwischen der Malonat- und der Cyanempfindlichkeit zeigen, wahrend 
m/l0GO KCN und 10 mg Malonat nahezu dieselbe hemmende Wirkung 
iuf die Atmung des Muskelgewebes ausiiben. 

Im weiteren Verlauf unserer Untersuchungen versuchten wir die 
Frage zu kliren, inwieweit die beim Nervengewebe bei gleichen Mengen 
Malonat gefundene, verschieden starke Hemmung mit dem Verhalten 
bzw. dem Zustand des Gewebes zusammenhangt. Zwischen der Atmungs- 
intensitat der Gewebe und dem Grade der Malonathemmung konnten 
wir keinen Zusammenhang finden: bei gleicher Atmungsintensitat 
stellte sich verschieden starke Malonathemmung ein. So muBten wir 
daran denken, dab’ etwa die zugleich vorhandenen Nahrungsstoffe die 
hemmende Wirkung des Malonats beeinflussen kénnen. Wir unter- 
suchten daher die Wirkung verschiedener Stoffe, die zugleich mit dem 
Malonat verabreicht wurden. 


Die Wirkung verschiedener Stoffe auf die Malonathem mung. 

Unter den Monosacchariden (Glucose, Fructose und Galaktose) 
steigerte nur die Glucose die Grundatmung mabig, besonders in der 
grauen Substanz. Im iibrigen erhielt sie die Atmung sowohl des zentralen 
ils auch des peripheren Nervengewebes unverandert. Die steigernde 
Wirkung machte sich insbesondere bei den Geweben mit schwacherer 
Atmungsintensitat bemerkbar. Wurden zugleich 10 mg Malonat und 
5 bis 10 mg Glucose verwendet, so kam es sowohl im zentralen als auch 
im peripheren Nervengewebe zu einer Steigerung der Malonathemmung 
um 5 bis 15°. Diese Wirkung war auch dann zu beobachten, wenn die 
Atmung im Kontrollversuch durch Glucose allein erhéht wurde. Wird 
die Glucose mit m/10000 Succinat vermengt, dann nimmt die steigernde 
Wirkung der Glucose auf die Atmung zu; durch das Succinat allein wird 
die Atmung nicht gesteigert. Wird dem Malonat (10 mg) sowohl Glucose 
als auch Sueccinat in der obenerwaihnten Konzentration beigegeben. 
so nimmt die Malonathemmung noch weiter zu. In Tabelle IT ist die 
durch 0,5 ¢ grauer Masse in 2 Stunden in Gegenwart verschiedener 
Stoffe aufgenommene Sauerstoffmenge eingetragen. 

Wir untersuchten noch den EinfluB der Milchséure, der Brenz- 
traubenséure, des Succinats, der Citronensdure und der Glycerin- 
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Tabelle LI. 





0,4 cem 10 mg 10 mg 
0,4 cem 10 mg m 1900 10 mg Glucose Glucose + 0,4 
Kontrolle m/1000 Maionat Succinat — Gjyense 10mg 70.4¢cem mM 
Succinat +10 mg Malonat m 1000 Sur 
M: at . 
Malonat Succinat 


0.4 


1 
Mal 
emm 0, 639 635 504 512 693 133 720 17 

phosphorsaure auf die Malonathemmung im zentralen und periphere 
Nervengewebe. Durch je 5mg Brenztraubensiure und Milchsiur 


wird die durch 10mg Malonat gehemmte Gewebeatmung auf d 
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Citronensiure + Malonséure siure + Mulonsiure. 
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Malonsdure 


Niveau der Kontrollen gehoben. Durch die gleiche Menge der ander 
Stoffe wurde die hemmende Wirkung des Malonats nicht beeinflult 
obwohl Succinat und Fumarat an sich imstande sind, die Atmung 7 
steigern. Aus den nebenstehenden Abb. 1 und 2 ist ersichtlich, wiev« 
Sauerstoff 0.5 g graue Substanz in 1 Stunde in Gegenwart der ole! 
genannten Stoffe aufnimmt. 





Wirkung der Malonséure aut die Atmung des Nervengewebes. 


Zusammenfassung. 


Die Atmung des Muskelgewebes kann durch LO mg Malonat im Ver- 
suchsvolumen von 4 cem in ahnlichem Make wie durch m/1l000 KCN 
cehemmt werden. Die Cyanempfindlichkeit des Nervengewebes ist jener 
des Muskelgewebes ahnlich. Die Atmung des Nervengewebes wird durch 
Malonat in bedeutend geringerem Mabe gehemmt als jene des Muskel- 


gewebes, in einem Teil der Falle kommt die Hemmung gar nicht zu- 


stande. Die Malonathemmung wird durch Milchsiure und Brenz- 
traubensdure vermindert oder ganz aufgehoben. 


Literatur. 
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Uber die quantitative Bestimmung 
von Vitamin © im Harn. 
Von 
Takeyoshi Nagayama, Toshio Tomoi und Tamotsu Sagara. 


(Aus dem biochemischen Institut der Medizinischen Hochschule von 


Tokyo-Jikeikai. ) 


(Eingegangen am 14, August 1959. ) 


I. Einleitung. 


Fiir die quantitative Bestimmung von Vitamin C im Harn, nameiit 
lich von reduziertem Vitamin C, sind eine Anzahl verschiedener Methode: 


vorgeschlagen worden. Sie kénnen alle noch nicht als einwandfrei 


gelten und lassen sich etwa in folgende Hauptgruppen einteilen: 


1. Jodmethode, 4. Fermentmethode, 
2. Indophenolmethode, 5. andere Methoden. 


3. Methvlenblaumethode, 


Da im Harn auBer Vitamin C bekanntlich noch viele Substanze: 
wie Glutathion, Cystein, Ergothionein, Natriumthiosulfat, Farbstoft: 
u. a.m. enthalten sind, welche die exakte Bestimmung von Vitamin ( 
erschweren, da sie sich gegen die heute gebrauchlichen Keagenzien wii 
dieses verhalten, ergaben sich weitgehende Abweichungen in = de: 
hierauf beziiglichen Angaben der Autoren, so daB es sogar Meinunge: 
gibt, wie sie Helge Lund (1) vertritt, der die Existenz von Vitamin ( 
als Bestandteil normalen Harns leugnet. 


Um den Uberblick zu erleichtern, sollen durch Abrisse die obe: 


genannten Methoden kurz gestreift werden. 


1. Nach der Jcdmethode erhalt man, wie schon von F. Widenbauer (2 
R. Ammon und K. Hinsberg (3), W. Tschopp (4) und anderen mitget: 
wurde, infolge der Anwesenheit der anderen Substanzen immer hélx 
Werte als nach der Indophenolmethode. Die Jodmethode wird demnac! 
auch zur Bestimmung in anderen Stoffen immer weniger verwendet. 

2. Die Indophenolmethode ist fiir die Vitamin C-Bestimmung 
wissermaBen spezifischer als die Jodmethode und daher auch beliebte: 
DaB jedoch auch nach dieser Methode die Resultate durch andere Sul 
stanzen beeintrachtigt werden, geht aus den Untersuchungen von Wide) 
bauer (2) hervor, und es kann daher diese Methode, obwohl fiir sonstix: 
Vitamin C-Bestimmungen verwendbar, fiir Harnuntersuchungen imme! 
noch nicht als vollkommen zuverlissig gelten. Der Behauptung von Baw 
mann und Rappolt (5), da®B die Indophenolmethode dann ausreichend 
zuverlissig ist, wenn man durch Verdiinnen des Harns das Unscharfwerden 
des Endpunktes unter dem Einflu8 der Harnfarbstoffe verhindert, kann 
man nicht beipflichten, denn die Nachteile dieser Methode bestehen, wi 
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vorhin gesagt, nicht allein in diesem Unscharfwerden des Endpunktes. 
Im iibrigen ist von Ferrand und Policard (6) wie auch von Wachholder und 
Hamel (7) bestatigt worden, dai man bei vermehrter Vitamin C-Aus- 
scheidung im Harn, wie sie unter Belastung mit Vitamin C eimtritt, mit 
der Indophenolmethode ein befriedigendes Resultat erzielen kann. 

3. Die Methylenblaumethode ist eine von Martini und Bonsignore (8) 
ausgearbeitete Methode, der eine noch héhere Spezifitat fiir das Vitamin C 
als der Indophenolmethode zukommt. Zuerst von Ammon und Hinsberg (3) 
yu Bestimmung des Vitamin C-Gehalts im Harn angewendet, wird sie von 
vielen Autoren wie Ferrand und Policard (6), Sanders und Bezssonoff (9), 
Wachholder und Podesti (10), Lund (1), Widenbauer und Salm (11) als sehi 
gut anerkannt. Nach Fujita und Ebihara (12) soll aber diese Methode 
selbst unter Benutzung von reiner Ascorbinsaéurel6sung nur ungenaue 
Resultate geben. Auch 7’. Tsuzuki aus unserem Institut stellte fest, daB sich 
nach dieser Methode von der dem Harn zugefiigten Vitamin C-Menge nicht 
mehr als etwa 50°, wieder nachweisen lassen (noch nicht veréffentlichte 
Versuche). Selbst Widenbauer und Salm auBerten, dab die von Lund ver- 
besserte Methylenblaumethode zwar gut, aber nicht absolut spezifisch fia 
Vitamin C sei. 

4. Die Fermentmethode stiitzt sich auf die Indophenolmethode. Sie 
besteht darin, daB man mittels der nach der Vorsehrift von Tauber und 
Kleiner (13) zubereiteten Ascorbinsiureoxydase das Vitamin C voilstandig 
oxydiert und durch Messen der noch vorhandenen Restreduktion nach det 
Indophenolmethode den Vitamin C-Wert indirekt bestimmt. W. New 
weiler (14) war der erste, der diese Methode zur Vitamin C-Bestimmung bei 
Harn anwendete, die auch nach Wachholder und Hamel (7) zutriedenstellende 
Resultate liefern soll. Thre Ausfiithrung ist jedoch nicht einfach, da det 
Endpunkt der Titration ziemlich unscharf ist, worauf bereits Neuweiler 
selbst hinwies. 

Auch bei dem Verfahren nach Eekelen, Emmerie und Wolffs (15) geht 
der Anwendung der Indophenolmethode eine Vorbehandlung voran. Dieses 
Verfahren besteht darin, da8 man vor Anwendung der Indophenolmethode 
die Restreduktion mittels Mercuriacetats im Hain beseitigt. Da aber 
dabei Vitamin C mitoxydiert wird, so muf} man dasselbe zur Bestimmung 
dann mit H,S reduzieren. Man kann auf diese Weise also wohl den Gesamt- 
gehalt an Vitamin C, nicht aber den Wert fiir den reduzierenden Anteil 
feststellen. [Uber die Bestimmung des gesamten Vitamin C-Gehalts be 
richten auBerdem Ferrand und Policard (6), Martini und Pinotti (16) u. a. 

5. Medes (17) gibt eine Methode an, nach der man zuerst Formalin 
einwirken laBt und dann Folins Harnsdurereagens anwendet. Dali die Be 
stimmung unter Anwendung von Formalin nicht spezifisch sein kann, ist 
aber von Hbihara (18) betont worden. Ammon und Hinsberg (3) haben 
ferner berichtet, daB das Vitamin C dabei teilweise geschadigt wird. Eine 
andere Methode, die unter Verwendung von Bezssonoff-Reagens arbeitet, 
wurde von Bezssonoff (19) und anderen angegeben, aber auch gegen diese 
Methode wurde von Wachholder und Podesta (10) der Einwand erhoben, 
daB sie infolge des Einflusses von Harnsiure und dergleichen ungenaue 
Resultate liefert. 


Wie aus dem Gesagten hervorgeht, sind die von vielen Forschern 


ausgearbeiteten verschiedenen Methoden zur Vitamin C- Bestimmung 


im Harn alle ungeniigend, und Ammon und Hinsberg (3) erklarten 


23% 
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sogar: ,,Versuche, andere Verfahren zur quantitativen Bestimmung «de, 
Urins auszuarbeiten, wobei im Vordergrund die Entfernung der red) 
zierend wirkenden Substanzen und auch die Eigenfarbung des Urins 
stand, scheiterten bisher..’ Es ist uns indessen gegliickt, eine nei 
Methode auszuarbeiten, nach welcher man sehr einfach und exakt de) 
Vitamin C-Wert im Harn bestimmen kann. 


Auch wir priiften nattirlich zur Feststellung des Gehalts \. 
reduzierendem Vitamin C im Harn die unbequemen, aber anscheine:( 
verlaBlichen Fermentmethoden nach (siehe III, 1). wobei wir im Har 
etwa 40°, Restreduktion feststellten. Finer von uns (7. Sagari 
entfernte, um einen schirferen Endpunkt zu erhalten, die Harnfar|, 
stoffe mittels Phosphorwolframsaure. Er fand hierbei neben der an 
vestrebten Entfarbung des Harns und somit Verscharfung des End 
punktes auch eine Abnahme des Indophenolwertes um etwa 30°... Es 
fiel uns auf, daB das Mab dieser Abnahmne ungefahr dem Restreduktions 
wert bei der Fermentmethode entspricht. Dies veranlaBte uns zu unte: 


suchen, ob die Verminderung des Reduktionswertes unter dem Einflul: 
von Phosphorwolframsaure der Beseitigung der Restreduktion zuzi 


schreiben, oder ob sie als Folge der Abnahme des Vitamin C-Gehalts 
aufzufassen sei. Wir setzten also dem Harn Ascorbinséiure zu und 
konnten feststellen, daB sie sich beinahe quantitativ wieder findet 
d. h. daB es sich bei der erwahnten Abnahme nicht um eine Verminderung 
des Vitamin C-Gehalts handelt (siehe IIL, 2, 3). 


Die von uns angestellten eingehenden vergleichenden Unter 
suchungen ergaben, dag die Bestimmungswerte nach den beiden 
Methoden, Ferment- und Phosphorwolframsiuremethode, ungefiéli: 
tibereinstimmen (siehe III, 2.3). Es schien uns daher berechtigt zu 
sein, das Bestimmungsresultat unter Anwendung von Phosphorwolfram 
siure als exakten Vitamin C-Wert im Harn anzunehmen. Wir nahmen 
also als sicher an, daBb die Bestimmung mit Phosphorwolframsaure det 
wahren Vitamin C-Wert im Harn ergibt. 


Wir stellten weiterhin fest, daB die Substanzen, die man im al! 
vemeinen fiir die Restreduktion verantwortlich macht, Glutathion 
Cystein und Thiosulfat, durch Phosphorwolframsaure nicht gefallt 
werden und ferner, daB die Restreduktion im Harn nicht diesen Sub 
stanzen, sondern vorwiegend solchen zuzuschreiben ist, die, wie dir 
Harnfarbstoffe, durch Phosphorwolframsaure gefallt werden. Di 
Restreduktion wird namlich durch Phosphorwolframsaure in hohen 
Mabe beseitigt und das Reduktionsvermégen bei kombinierter An 
wendung der Ferment- und Phosphorwolframsiuremethode beinaly 
vernichtet. Da’ Harnfarbstoffe Reduktionsvermégen haben, hat scho: 


Widenbauer (2) angegeben. 





Uber die quantitative Bestimmung von Vitamin C im Harn. 


Il. Bestimmungsmethode. 
1. Prinzip der Methode. 


Man setzt dem mit Metaphosphorsiure angesduerten Harn Phos 


phorwolframsaure zu, wodurch man die reduzierend wirkenden Sub- 


stanzen auber Ascorbinsaéure beseitigt und infolge Entfarbung des Harns 
einen scharferen Endpunkt erzielt, so daB der Vitamin C-Gehalt im 
Harn genau ermittelt werden kann. 

Ferner ist zu bemerken: 

1. Eine reine, mit Metaphosphorsaure angesduerte Ascorbinséiure- 
léisung la4Bt sich durch kiirzere Einwirkung von Phosphorwolframsaure 
nicht oxydieren. Dem Harn zugesetzt, wirkt Phosphorwolframsaure 
beinahe nicht auf Ascorbinséure ein, weil sie hierbei gréBtenteils mit 
anderen Substanzen reagiert. Diese Tatsache wird auch durch die 
Brauchbarkeit von Phosphorwolframséure zur Stabilisierung von 
Vitamin C im Harn bestitigt (Sagara: Ver6ffentlichung demnachst). 
Natiirlich wird nicht nur Vitamin C im Harn, sondern auch zugesetzte 
Ascorbinsiure auf diese Weise ebensogut stabil erhalten. 

2. Glutathion, Cystein und Thiosulfat werden zwar nicht mit 
Phosphorwolframsaure ausgefallt, ihre Menge im normalen Harn ist 
aber sehr gering, und ihr EinfluB auf Indophenolfarbstoffe bei der 
Titration in metaphosphorsaurer Lésung laBt sich, wie Fujita (12) und 
andere berichteten, geniigend ausschalten, so daB man die durch ihre 
Anwesenheit verursachten Fehler, von besonderen Fallen abgesehen, 
vernachlassigen kann. 


2. Ausfiihrung der Bestimmung. 


Man versetzt 20,0 ccm Harn mit 2,0 cem 20° iger Metaphosphor- 
siure, fiigt 3.0 cem 10° iger Phosphorwolframsaurelésung [10 g¢ Phos- 
phorwolframsaure + 25cem H,SO, (J) = 1,105) mit Wasser auf 
100 cem gebracht] hinzu, mischt geniigend und zentrifugiert 5 Minuten. 
Die gewonnene tiberstehende Fliissigkeit wird dann gegen 4.0 cem 
2mg°oige 2, 6-Dichlorphenol-Indophenollésung titriert. Da hierbei die 
Verdiinnung des Harns 1,25 ist, wird der Vitamin C-Wert nach folgender 
Gleichung berechnet : 

Faktor der Indolphenolésung - 4 + 1,25 ; 
. - 100 — me®,, Vitamin C im Harn 
Verbrauchte Menge der untersuchten 

Lésung (cem) 

Bemerkungen. 1. Als Faktor der Indophenollésung bezeichneten wit 
die Ascorbinsiuremenge pro 1,0cem Indophenollésung, die wir durch 


Versuche an 20,0 cem derselben Lésung mittels 15 mg®,,iger Ascorbinsiure (in 
2°,iger Metaphosphorsiure gelést) ermittelt haben. 2. Bei krankhaftem 
Harn kommen auch Falle vor, in denen man den Zusatz von Phosphor 


wolframsaure vermehren mut. 
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3. Vorztige der neuen Methode. 


Methode 


Vitamin | 
bestimmen. Da 
Endreakt io) 


man den wahren 


Weise 
tritt 


kann 
einfacher 


Mittels der neuen 
Gehalt Harn 
Titrierfliissigkeit nahezu 
auBerordentlich scharf hervor. 

finer von uns (Sagara) stellte bei seinen Versuchen zur Stabili 
sierung von Vitamin C im Harn fest, da} dasselbe nach 24 Stunden 7 
wenn man dem Harn 5°,ige Met: 


im rasch und 


wasserhell wird, so die 


95°, wieder nachzuweisen ist, 

phosphorsiure zuftigt und ihn nach Zusatz von Phosphorwolframsiur 
im Eiskasten aufbewahrt (Ver6éffentlichung demnachst). Die daly 
gebildete tiberstehende klare Fliissigkeit kann man so wie sie ist zu 


Bestimmung nach unserer neuen Methode benutzen. 


lil. Experimentelles. 


1. Versuche iiber die Fermentmethode. 


1. Dauer der Oxydaseeinwirkung. 

Wir stellten nach Angaben von Tauber und Kleiner (13) aus Apfeln Ascor 
binsiureoxydase dar und fiihrten damit Versuche aus. Wir nahmen aut eine: 
Teil Apfel drei Teile 30°,,igen Alkohol, extrahierten die Oxydase nach den 
Zerquetschen und Schiitteln, gaben zu 5cem Harn 4 cem dieses Ferment 
extrakts und fiigten dann 1 cem Acetatpuffer (px 6) hinzu. Das Gemisc] 
‘im Brutschrank stehen und beobachteten 4 Stunden lang 


lieBen wir bet 37' 
jede Stunde die Veranderung des Reduktionswertes. Die Ergebnisse sind 
aus Tabelle I ersichtlich. 


Tabelle I. 





Vitamin (¢ 
im Harn 


Harnprobe Nach 1 Std. Nach 2 Std. Nach 4 Std. 
% mg °%, mg °o mg %o 


mg 
0,63 
(61 %) 


0,67 


1,03 rr 
’ Fr FO 
(b9,0 0) 


0,67 
(65,5 %) 


0,65 
(63,3 %) 


A : 
! sale 0,68 
Ascorbin- 0,73 i gnt 
(66.6 ) 
siure o 


0,50 0,49 


B 


B | 


Ascorbin- 


0,64 Poa 
(51,3 %) 


0.97 0,53 0,51 


(50%) 


(54,8 %) 


59 Fh O 
(02,0 %) 


saure 
Da der Reduktionswert nach Ablauf von 2 Stunden bei Harnprobe: 
mit und ohne Ascorbinsaurezusatz beinahe konstant wurde, betrachte: 


wir eine zweisttindige Oxydaseeinwirkung als zweckentsprechend. 


2. Wiedergewinnung der zugesetzten Ascorbinsaure. 


Wir gaben zu einer bestimmten Menge Harn jedesmal verschiede. 


und berechneten durch Bestimmung der Rest 
Fermentmethode die Wiedergewinnungsverhaltnis+ 


Die Ergebnisse sind aus Tabelle II ersichtlic! 


Ascorbinsaéiuremengen 
reduktion nach der 
fiir zugesetzte Ascorbinsaure. 





Uber die quantitative Bestimmung von Vitamin € im Harn. 3959 


Tabelle Il. Fermentmethode (2 Stunden im Brutschrank). 





Nach Nach 
Vitamin ¢ Oxvidase Ascorbin- Oxydase- Difierenz 


Harnprobe im Harn einwirku&g siiurezusat’ einwirkung B \ 
UY (B) * 100 


(A) 
mg mg "6 meg mg 
0,71 0.51 20 0,54 
1,16 mH 3,6 0.31 
1.86 10.0 0.9] 
0,68 08 10,0 0,64 

11,0 0,76 
15,0 0,63 
15.0 0,48 


Durchschnitt 


Bei der Reduktionswertbestimmung nach zweistiindiger Oxydase- 
einwirkung nach der unter 1. erwaihnten Methode beobachteten wir, 
dafs der Restreduktionswert bei Ascorbinsaurezusatz nicht tiber 4,5 °% 
héher war als sonst: daraus ist zu schlieBen, daB man hinzugefiigte 
Ascorbinsaéure quantitativ wieder finden kann. 


2. Versuche tiber die Phosphorwol framsduremethode. 


1. Bestimmung zugesetzter Ascorbinsaure. 
Zu einem mit 2° ,iger Metaphosphorséure versetzten Harn gaben wir 


in verschiedenen Mengenverhiiltnissen Ascorbinsaure, setzten dann Phosphor 


Tabelle Il. 





Vitamin C Zugesetzte 


Harnprobe im Harn Ascorbinsdure Berechnet Gefunden Differenz 


mg, mg % mg %, mg % 


0,95 12.0 12,95 13,16 
1,0 12,0 13,0 12,60 
0,88 12,0 12,88 12,90 
0,57 3! 3,97 1,03 
1.0 2.0 3,0 2,79 
1,0 20 3,0 3.01 
1,12 1,0 2,1 
1,0 t 
1,0 } 
1,0 é 2,4 
2,4 

‘ 

‘ 


2 2,14 
2,48 


1,0 
1,0 
1.0 
1,0 
1,0 


2,34 
1,74 
16 
1,70 
1,68 


Bemerkung. (1) und (2) bedeuten den Zusatz von | bzw. 2 cem Phos- 
phorwolframsaurelésung auf 10 cem Harn. 
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woltramsawelésung zu und bestimmten nunmehr in der durch Zentritugic:) 
gewonnenen itiberstehenden Fliissigkeit den Asco1binséuregehalt. Tabelle | || 
gibt die wiedergefundene Ascotbinsiure in Prozenten wieder. 


Es zeigte sich also, daB die zugesetzte Ascorbinsiure vollstandi: 


wieder zu finden ist. 
2. Bestimmung der zugesetzten Ascorbinsaure in verdiinnt: 
Harn. 


Es wurden den zwei- bis vierfach verdiinnten Hainpioben jedesn 
gleiche Mengen Ascor binsiure zugefiigt und nach der Fhosphorwolframsii, 
methcde bestimmt. Die Eigehbnisse sind aus Tabelle IV ersichtlich. 


Tabelle [V. 





Ascorbinsiiure mg %, 


Harn- 


Verdiinnung des Harr 
probe . 


1 » 


| berechnet.... 3,05 2,57 
gefunden 3,02 2,58 
Y 99 100 


Harnvitamin C 0,97 mg% 

Zugesetztes Vitamin C 2,08 mg% | 

. ° ‘Tae > ¢ r) 9A 

Harnvitamin C 0,97 mg® | berechnet .... 3,05 2,57 

B 2 gefunden..... 3,05 2,59 

Zugesetztes Vitamin C 2,08 mg® | » 

“: 5/ol| % 100 ~=—s«101 

2,12 1,74 
“get 


Harnvitamin C 0,77 mg® ‘ 
=e 2,05 1,74 


iy 7-4 > y; 4 ‘ QF 8) 
Zugesetztes Vitamin C 1,35 mg%| 100 


Fetes é 2,91 
| 2,84 


Zugesetztes Vitamin C 2,55 mg% | 98 ry 


Harnvitamin C 0,72 mg® 
/O 


Man kann also nach dieser Methode bei normalem sowie auch bei 


verdiinntem Harn die Gesamtmenge von hinzugefiigter Ascorbinsaur 
und Harnvitamin C vollstaéndig wiederfinden. 


53. Vergleich der Ergebnisse der Fermentmethode und der 
Phosphorwol framsduremethede. 

Wir verglichen die Ergebnisse der Fermentmethode mit den 
jenigen der Phosphorwolframséuremethode an gleichen Harnprobe: 
mit und ohne Ascorbinsaéurezusatz. Bei den Versuchen nach der Ferment 
methode sahen wir die Differenz als Vitamin C-Menge an, indem wi: 
von dem urspriinglichen Reduktionswert des Harns denjenigen (di: 
Restreduktion) nach dem Oxydieren abzogen. Bei den Versuchen nac! 
der Phosphorwolframsaiuremethode aber zogen wir von dem urspriin; 
lichen Reduktionswert des Harns den festgestellten Vitamin C-Wert 
ab und betrachteten die Differenz als Restreduktionswert. Die Erge) 
nisse sind aus Tabelle V ersichtlich. 
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bins 
wer 
der 

saul 
red 
Die. 


wen 


Met 
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Tabelle V. 





Phosphorwolframsiure 


Fermentmethode 
methode 


Vitamin ( Nach 
Probe im Harn Oxydas Wahrer Wahrer 
einwirkung Vitamin C- Rest- Vitamin C- 
(Rest- Gehalt reduktion Gehalt 
reduktion) 
mg "o mgo mg mg"o mg" 
ae 1,09 0,38 0,71 0,51 0,58 
| ee coe 0,71 0,51 0.20 0,24 0,47 
| Soe ieee 1,16 0,29 0,87 0,51 0,65 
Harn ee 1,86 0,91 0,95 0,79 1,07 
Bey iste ina om va 1,03 0,62 0,41 0,74 0,29 
ERE ae eae 0.97 0,45 0,52 0,25 0,72 
Durchschnitt 1,14 0,53* 0,61* 0.51* 0,63* 
(ee eee 4,62 6,54 4,08 0,59 1,03 
Harn | ae 2,46 0,54 1,92 0,22 2,24 
mit Oho cia 35 4,62 0,31 $31 0,59 $,03 
\scorbin- ee Gee 4,68 0,91 3,77 0,6 4,08 
saure- Ma laced eens 4,62 0,63 3,99 0,59 4,03 
zusatz | a 3,91 0,45 3,46 
Durchschnitt 0,56 (98 %)t 0,52 (101 %%)7 





* Das Verhiltnis zwischen Restreduktion und Vitamin C-Gehalt ist dempach 46% : 54° 
bzw. 44% : 56%. Von der zugesetzten Ascorbinsiiure wiedergefundene Menge in ° 


Die Versuche gaben bei den beiden Methoden im Durchschnitt 
sleiche Ergebnisse. Auch bei den Versuchen an Harnproben mit Ascor- 
binsdurezusatz und an denjenigen ohne solchen war der Restreduktions- 
wert bei beiden Methoden beinahe gleich. Ebenso verhielt es sich mit 
der Bestimmung von zugesetzter Ascorbinsaure ; die zugefiigte Ascorbin- 
siure wurde quantitativ wiedergefunden. Das Verhaltnis von Rest- 


reduktion zu Vitamin C war bei diesenHarnproben ungefahr 45%, : 55°. 
Dieses Verhaltnis nahert sich dem Wert, den Hekelen (20) unter An- 
wendung von Quecksilberacetat festgestellt hatte. 

Aus dem Obigen geht hervor, daB die Ergebnisse der beiden 


Methoden sich véllig decken. 


4. Versuche unter kombinierter Anwendung von Fermentmethode 
und Phosphorwol framsduremethode. 


Das durch Phosphorwolframsaure keine Ascorbinsdureverluste ein- 
treten, haben wir schon oben erwaihnt. Um nun weiter direkt nach- 
zweisen, dali Phosphorwolframsaure die Restreduktion herabsetzt., 
stellten wir folyende Versuche an. Wir priiften den Reduktionswert 
einer Fliissigkeit, bei der wir nach der Fermentmethode das Harn- 
vitamin C vollstandig oxydiert und darauf die Phosphorwolfram- 
sduremethode angewendet hatten. Da in dieser Fliissigkeit das Reduk- 
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tionsvermégen gegen Indophenolfarbstoffe beinahe verlorengegat 
war, ergibt sich, dali die Restreduktion durch Phosphorwolframsi ir, 
aufgehoben wird. Wir versuchten das Verfahren auch in umgekelirte 
Reihenfolge, also zuerst Beseitigung der Restreduktion durch | 


handlung des Harns mittels Phosphorwolframsiéure, dann Priifung de, 


Reduktionswertes nach dem Oxydieren des Vitamin C, welch letzteres 
durch Zufiigen von 50°,igem Natriumacetat bis zu einem py — | 
Zusatz von Oxydase und Belassen im Brutschrank bewirkt wurde. [j 


Ergebnisse sind in Tabelle VI wiedergegeben. 


Tabelle VI. 
Harnvitamin C —» Harn mit Ascorbinsaiurezusatz 


oO 59 oO 
1,44 mg®, 4,72 mg% 


v v 
(Restreduktion) 1,06 <— (Phosphor- (Phosphor- —-+ 4,35 (Restreduktion 
0,38 wolframséure) | wolframsaure) 0,37 
(Oxydase) 


| 0,57 \ 
(Oxydase) —> 0,21 0,25 <— (Oxydase) 
0,11 mg% 


Restreduktion von Fermentextrakt 
(Blumenkohl) 


Der Reduktionswert des Harns, der anfangs 1,44 mg®, betrug 


sank demnach nach der Behandlung mit Phosphorwolframsaure au! 


1,06 mg®,, nach darauffolgender Fermentbehandlung auf 0,21 mg 


o° 


Gleiche Harnproben mit Ascorbinséure versetzt, zeigten unbehande!' 


nach der Behandlung mit Phos 
phorwolframsaure von 4,35 mg°, und nach darauffolgender Ferment 


einen Reduktionswert von 4,72 mg°,, 


behandlung einen solchen von 0,25 mg %%. Da der von uns gebraucht 


Fermentextrakt aus Blumenkohl einen Reduktionswert von 0,22 mg 


zeigte, ergibt sich, daB der Restreduktionswert des Harns selbst nicht 


viel mehr als 0,1 mg®,, betragt: diesen Wert darf man aber wohl ve1 
nachlassigen. Durch die Behandlung mit Phosphorwolframsaure wir 
also offenbar die Restreduktion beseitigt. 


do. EinfluB der Sdurekonzentration bei der Titration. 


Unsere neue Methode besteht darin, dafS§ man den Harn mit 2 °, ive! 


Metaphosphorsiure versetzt, Phosphorwolframsaure hinzufitigt, ab 
setzen laBt und die tiberstehende klare Fliissigkeit zum Titrieren ve 
wendet. Zur Stabilisierung von Harnvitamin C empfiehlt sich ei 
Zusatz von 5°iger Metaphosphorsiure und darauffolgende Zuga!y 


0 
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von Phosphorwolframsaure. Die in Tabelle VIL wiedergegebenen 


Versuche zeigen, dal} Anderungen der Metaphosphorsaurekonzentration 


zwischen 2 und 10°, fiir das Titrationsergebnis bedeutungslos sind. 


Tabelle VIL. Uber den EinfluB der Saurekonzentration bei det 
Titration. 





kKonzentration der 
Metaphosphorsiure 


10°, Bemerkung 

1 cem Phosphorwolframsaure 
auf 10cem Harn 

2 ccm Phosphorwolframsaure 
auf 10 cem Harn 

2 cem Phosphorwolframsaure 
auf 10cem Harn 


10 mg%, 1,03mg% 1,04mg% 


Oo 


0,92 mg®, 0,91 mg 


)Qv0 oO 
o 0,92mg% 


Harnprobe 


0,65mg% 0,64mg% 0,65mg% 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Methode beschrieben, die nach Beseitigung der 
festreduktion mittels Phosphorwolframsaure den wahren Vitamin C- 
Gehalt des Harns zu bestimmen erlaubt. 

2. Die Restreduktion gegen Indophenolfarbstoffe im Harn ist 
nicht etwa auf Stoffe wie Glutathion, sondern auf Substanzen, welche 
durch Phosphorwolframsiure gefallt werden, z. B. Harnfarbstoffe, 
zuriuckzufiihren, 
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Uber die Anwendungsmiglichkeit der Blutzucker- 
Bestimmungsmethode nach Fujita und Iwatake in 
kleinsten Substanzmengen. 

Von Wilhelm Székessy. 

(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat in Budap: 
(Eingegangen am 13, November 1939.) 

Bei der Bestimmung des Blutzuckers ergibt sich oft die Unméglic! 
keit, die zu den heute gebrauchlichen Mikromethoden [Hagedor 


Jensen(1) (2) und Fujita-Iwatake (3)| notwendigen Blutmengen (0,1 com 
zu erhalten. Dies gilt besonders fiir kleine Sauger, wie Ratten und 


Mause, die bei lang andauernden Versuchsperioden mit wiederholte 
Blutentnahme anamisch werden kénnen, hauptsachlich aber fiir |) 
sekten, bei welchen nur verschwindend kleine Mengen reiner Blut 
fliissigkeit gewonnen werden kénnen. Zur Lésung dieser Schwierigkeit 
wurden von Rappaport und Pistiner (4), bzw. Rappaport und Reifer (5 
zwei Methoden ausgearbeitet, die mit Blutmengen von 0.02, bzw.0,01 com 


durchgefiihrt werden. 

Die hier mitgeteilte Modifikation der Methode von Fujita und 
Iwatake ergibt nun bei ebenso kleinen Substanzmengen zuverlassigt 
Werte und besitzt auBerdem noch den Vorteil, daB sie nicht mit einem 
fixen Volumen durchgefiihrt werden muB, sondern dab bei ihr mit 
jeder beliebigen, durch Waigen bestimmten Menge. von 5 bis 50 mg. 
gearbeitet werden kann. Die Modifikation gegeniiber der von Fujita 
Iwatake angewendeten Methode besteht im Prinzip darin, daB di 
verwendeten Reagenzien in kleineren Mengen angewendet werde: 
und daB die Titration nicht mit n/200, sondern mit n 1000 Thio 
sulfat erfolgt. 

Methodik. 

Reagenzien zur EnteiweiBung: 

I. 13g CdSO, 63,5 cem n H,SO,, mit destilliertem Wasser aut 1 Liter 
aufgetiillt. 

l.ln NaOH. Vor Gebrauch im Verhaltnis 1: 8 mit destilliertem Was- 

zu verdiinnen. 

Reagenzien fiir die Jodometrie: 

0,164 ¢ K,Fe (CN), + 14,0g¢ K,HPO, + 4,24 K,PO,, mit destilliert: 

Wasser auf 100 cem aufgefiillt. 

Konzentrierte H Cl, mit destilliertem Wasser im Verhaltnis 1] : 5 verdiimnt 

25¢ KJ +5,0g ZnSO,.7H,O + 25,0g NaCl, mit destillerter 

Wasser auf 100 cem aufgefiillt; KJ erst vor Gebrauch zusetzen. 

Starkelésung. 

n 1000 Na,8,O,. n, 10 Natriumthiosulfat wird unmittelbar vor Gebraw 

mit destilliertem Wasser im Verhaltnis 1; 100 verdiinnt. 
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Das Blut wird mit einem der Lange nach halbierten Filterblattchen 
Papier zur Blutzuckerbestimmung., Schleicher u. Sehiill, Nr. 553 
wfgesaugt und die Blutmenge auf der Torsionswaage bestimmt. Da 
nun die Filterpapiere einen reduzierenden Eigenwert besitzen, der im 
Mittel dem einer 0,05 °,igen Zuckerl6sung entspricht, und da das Zer 
s«hneiden der Papiere nicht absolut genau erfolgen kann, empfiehlt es 
sich, die Filterblattchen vor Gebrauch 15 Minuten lang im Reagens A 
zu kochen (pro Blattchen etwa 0.5 com Reagens), nachher in dreimal 
vewechseltem, siedendem dest. Wasser auszuwaschen und zu trocknen. 
Der nach dieser Behandlung zurtickbleibende Reduktionswert (einer 
0.007 °,igen Losung entsprechend, s. unter Versuche 2) liegt unter der 
Fehlergrenze und kann vernachlassigt werden. Die Ausfithrung erfolet 
in Reagensglischen von den AusmaBen 12 « 60 mm (a). bzw 
12 1380 mm (6). um bei der relativ geringen. in Verwendung 
tretenden Fliissigkeitsmenge eine geniigende Fliissigkeitsh6he zur Fest- 
stellung des Farbumschlags zu erhalten. 


Ausfiihrung. 


a) Entetweifpung: Das mit Blut getrankte Filterblattchen kommt 
in ein mit 1 cem Reagens L beschicktes Glaschen (a). Nach einigem 
Stehenlassen wird | ccm Reagens I] zugesetzt. kraftig geschiittelt und 
das Gemisch auf 3 Minuten ins kochende Wasserbad gebracht. Dann 
wird in die langeren Glaschen (4) abfiltriert (aschenfreies Filter nach 
Schleicher u. Schill, Nr. 589, Durchmesser 5,5 em) und zweimal mit 
ie Leem destilliertem Wasser nachgewaschen. (In die fiir die Blind- 
versuche bestimmten Glaschen kommt ebenfalls je ein halbiertes, mit 
Reagens A ausgekochtes Filterblittchen. 


hb) Reduktion: Zam Filtrat werden 0.5 com Reagens A zugesetzt, 
dann kommt das Gemisch auf 15 Minuten ins siedende Wasserbad und 
wird schlieBlich abgekiihlt. 


c) Titration: Nach Zusetzen von 0.5 cem Reagens B und 1 ecm 
teagens C erfolgt die Titration mit n 1000 Natriumthiosulfat in Gegen- 
wart von Starke als Indikator, wobei ein Glasstabchen zum Aufmischen 


der Fliissigkeit verwendet wird. Der Farbumschlag wird besonders 


hei Aufsicht von oben deutlich sichtbar. 


d) Berechnung: Wenn wir den Thiosulfatverbrauch im Blind- 
versuch mit X. den im Hauptversuch mit x bezeichnen und die ge- 
wogene Substanzmenge mit w (in mg ausgedriickt), so kOnnen wir den 
Zuckergehalt (Z in °) nach folgender Formel berechnen: 





W. Székessy : 


Da sich durch die Verwendung derart kleiner Substanzmeny: 


immerhin gréBere Fehlerquellen, wie Austrocknen  wahrend 


Wagens usw. ergeben, ist es angezeigt, die Mittelwerte aus vier 
fiinf Parallelbestimmungen zu errechnen. 


Versuche. 


l. Bestimmung des Zuckergehalts bekannter Lésungen 





Bekannter Zuckergehalt Menge der zur Bestimmung Durch die Bestimmung 
der Lésung in verwendeten Lésung in mg erhaltener Wert in 


0,0597 26,1 0,064 
0,0597 25,3 0,052 
0.0597 9,9 0,063 
0.0597 20.4 0,059 
Mittelwert: 0,0595 
0,088 12,0 0.096 
),088 23.0 O.075 
0.088 14,0 0,090 
Mittelwert: 0.087 
0,091 17,0 0,092 


2. Bestimmung des reduzierenden Eigenwertes der Filte) 


blattehen. 





Mit Reagens A Mit Reagens A 
nbehandelt« behandelte Unbehandelte hehandelt« 
Blittchen Blittchen Bhittehen Blittchen 

in ° (siehe oben) in ‘ (siehe oben) 
in % 4 in 9%); 


0,055 0,007 0.056 0,007 
0,056 0,006 0,056 0,008 
(),054 0,006 





3. Bestimmung des Zuckergehalts im normalen Kaninchenb|i 
im Vergleich zu den mit der Methode von Fujita-Iwatak: 
haltenen Werten. 





Mit der Methode Mit der vorstehenden 
von Fujita-Iwatake Modifikation 
erhalten, © » erhalten, © 


0,136 0,133 
0.131 0,131 
0,133 0,127 
0,134 0,142 
0,134 0,131 


Mittelwert: 0.133 Mittelwert: 0,133 
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Bestimmung d 


> , 


es Zuckergehalts der Blutfliissigkeit des Ro 


kafers, Geotrupes mutator Mrsh. 


(Die Blutfliissigkeit wurde dem RiickengetéiB entnommen. ) 





Nr. des 
Tieres 


5,45 
7.00 
5.80 


Ks wird eine 
ich Fujita-lwatak 


Menge der 
Blutfliissigkeit 
in mg in mg 


Menge der 


Zuckergehalt Nr. des Blutfliissickeit 


in Tieres 


Zuckergehalt 
in 


0,082 10,30 0.079 
0.074 i 11,70 0.048 
0,068 





7 ‘ P 
fusammenfassune. 


Modifikation der Blutzuckerbestimmunegsmethode 


’ bekanntgegeben, mit welcher der Blutzucker in 


lurch Wagen bestimmten Substanzmengen zwischen 5 bis 50 mg 


rfolgen kann. 


Literatur. 


1) Diese Zeitschr. 135, 46, 1923. 2) Ebenda 187, 92, 1923 3) Eben 


la, 242, 43, 1931. 
Haim, 1936. 


+) Rappaport, Mikrochemie des Blutes Wien Leipzig, 


5) Klin. Wochensehr. 19387, S. 1392. 





Untersuchungen iiber den Alkaloidgehalt 
des Mutterkornes. 
Il. Mitteilung: 
Uber den Alkaloidgehalt des parasitisch kultivierten Mutterkorics, 
Von 
Nikolaus v. Békésy. 
(Aus dem Agrochemischen Institut der kgl.-ung. Universitat fiir Tec! 
und Wirtschaftswissenschaft, Budapest. ) 
(Eingegangen am 13, November 1939.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


In einer fritheren Arbeit ! wurde eine fiir den Grobbetrieb geeign 
parasitische Mutterkornkultur beschrieben. Das Prinzip dieser Method 
besteht darin, daB die Infektion mit einer Infektionsmaschine 
gefiihrt wird, die die Bliiten des Roggens durch Anstechen infizier 
Dazu dienen die Osen von Nahnadeln, die mit Infektionsmate: 
‘vefiillt in die Bliite gestochen werden und das Infektionsmaterial j; 
das Innere der Bhiite einfiihren, so da®B sich das Mutterkorn ausbilad 
kann. Auf diese Weise wird es moglich, die Ahren vor dem Blithen 
infizieren, wodurch die natiirliche Verbreitung des Pilzes sehr gef6rder 
wird, da sich zur Bliitezeit des Roggens Honigtau bildet. der dure! 
Insekten weiter verbreitet werden kann. 

Da der Wert des Mutterkorns im wesentlichen durch seinen Alkaloid 
gehalt bestimmt wird, so ist auch fiir die Rentabilitat des GroBbetrieb: 
die genaue Kenntnis des Alkaloidgehalts von gréBter Wichtigkeii 
Es ist gut bekannt, daB der Alkaloidgehalt der Handelsware stark 
schwankt, auch die Versuche von Ogata und Ohtani? zeigten, dal} bi 
kiinstlicher Kultur von Mutterkorn auf Secale cereale ein wirkungsloses 
Mutterkorn entstehen kann, wahrend bei auf Phalaris arundina: 
geziichtetem Mutterkorn die zweifache Wirksamkeit der Handelswar 
erreicht wird. Das Mutterkorn, das im Jahre 1936 von mir geziichte: 
wurde®, hatte. wie die Tabelle | zeigt, ebenfalls fast keinen Alkaloid 
gehalt. 

Um die Rentabilitat zu steigern, wurde versucht, jene Umstanc 
zu bestimmen, die fiir das Ausbleiben der Alkaloide verantwortlic! 
sind, denn auf diese Weise schien es méglich zu sein, eventuell de 
Alkaloidgehalt iiber das gew6hnliche Ma zu steigern. 


tN. v. Békésy, Centralbl. f. Bakt. Abt. 11, 99, 321 —332, 193s. = Oquti 
u. F. Ohtani, J. pharmac. Soc. Japan 52. 15—17. — % M. Békésy, Kise 
letiigvi Kézlemények 41, 21 —34, 193838. 





Untersuchungen tiber den Alkaloidgehalt des Mutterkornes 


Tabelle I. 





Alkaloidgehalt 


Ursprungsort : in ‘ 
“ ’ Roggenart Reifezustand ne 
Ort der Kulturversuche ‘ ae gravimetrisch 
bestimmt 


Nagykanizsa Fleischmann Vollreife 0,00 
ee Fei let chee Petkuser ag 0,00 
Hatvan , Hatvaner 76 milchige Reife 0,05 
om - 76 Vollreife 0,00 
Balassagyarmat Fleischmann bs 0,00 
Budapest Sec. montanum a 0,00 


EinfluB der einzelnen Faktoren auf den Alkaloidgehalt vom Beginn 
der Infektion des Roggens bis zur Ausbildung der reifen Sclerotien,. 
bei Aseosporeninfektion. 

Diese Versuche gehen auf 2 Jahre zuriick. Sie wurden an drei ver- 
schiedenen Orten Ungarns vorgenommen: in Budapest, in siidlicher 
Lage bei lehmigem Boden; in Hatvan, wo das Klima bereits zum Steppen- 
klima der ungarischen Tiefebene gehért, auf sandigem Boden und bei 
Nagykanizsa, das im siidwestlichen Ungarn liegt, auf lehmigem Sand. 
In den folgenden Jahren wurden die Versuche fiir die Qualitatsbestim- 
mung aus praktischen Griinden nur in Budapest fortgesetzt. 

Es lag nahe, das Ausbleiben der Alkaloide in jenen Umstanden zu 
suchen, die von der natiirlichen Verbreitung des Mutterkorns abweichen, 
darum wurde bei der Infektion in diesen Versuchen entweder direkt 
Ascosporenaufschwemmung verwendet, oder Honigtau, der durch 
Ascosporeninfektionen bei Glashauskultur entstanden ist. 


Versuch 1. Als erste Abweichung vom Normalen wurde die Honig- 


taukultur im Glashaus tiberpriift. Die Ubertemperatur, die sich im 


Glashaus nicht ganz verhindern lie}, kénnte zunachst einen Einflub 
auf das Alkaloidbildungsvermégen dadurch bewirken, da} sie eine 
Umstellung der enzymatischen Tatigkeiten der Lebensprozesse oder 
Mutationen hervorruft. Solche Veranderungen findet man bei der 
Hefe1, beim Schimmelpilz Aspergillus? und bei anderen Organismen. 
Auch bei der Konservierung des Honigtaues kénnen Temperatur- 
einfliisse und das Eintrocknen eine Rolle spielen. 

Zu diesem Zwecke wurden vom Freiland ausgefrorene Sclerotien 
im Gewachshaus vorgetrieben, um die Ascosporen zur friihzeitigen 
Infektion zu gewinnen. Der Roggen, der ebenfalls im Glashaus vor- 
getrieben war, wurde in zwei Teilen infiziert. Der erste Teil wurde 
direkt nach dem Ahrenansatz infiziert, der zweite Teil hingegen erst 


1 FE. Chr. Hansen, Meddelser fra Carlsberg Laboratoriet Bd. 4—6, 
Copenhague 1890—1900. — ? EB. Schiemann, Mutationen bei Aspergillus 
usw., Zeitschr. f. ind. Abst. 8, 1912. 

Biochemische Zeitschrift Band 303. 24 
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nach der Bliite. Der Honigtau des ersten Teiles wurde konseryier 
teilweise durch Kintrocknen und im Eiskasten bei einer Temper 
von 5°C. Auf diese Weise ergaben sich drei verschiedene Arten 
Honigtau, zu dem noch die natiirliche Art der Infektion mit Ascospor 
kam. Mit diesen vier Méglichkeiten wurden im Freiland die Versucl, 
ausgefiihrt. Die Analysen sind in Tabelle LI] zusammengestellt. 


Tabelle I]. In Budapest auf Fleischmann- 





Alkal 


Datum Infektionsmaterial : 
gehalt i 


10. V. Honigtau aus dem Glashaus, 8 Tage lang durch Ein- 
trocknen konserviert 
Honigtau aus dem Glashaus, 8 Tage lang im Eisschrank 
vehalten 
Honigtau aus dem Glashaus ohne Konservierung .... 0,15 
Kontrolle mit Ascosporen 0.15 
* Alle diese wie auch die folgenden Werte wurden kolorimetrisch mit) p-Dimethylami: 
benzaldehyd bestimmt. 


Wie aus den Analysen zu ersehen ist, haben die erwahnten Um 
stande gar keinen EinfluB auf den Alkaloidgehalt. 

Versuch 2. Des weiteren war die Frage zu beantworten, ob nicht 
etwa die Zahl der vegetativ durch Honigtau vermehrten Generationen 
eine Art von Degeneration mit sich bringt, als deren Folge der Alkaloid 
gehalt ausbleibt. 

Um dies zu untersuchen, wurden schon im Glashaus zwei Genera 
tionen durch Weiterimpfen von Honigtau hergestellt und die weiteren 
im Freiland geziichtet. Die vierte Generation wurde an einem spit 
angebauten Sommerroggen erhalten. Zur Kontrolle wurden auch in 
diesem Falle Ascosporen verwendet, wozu die wahrend des Winters 
im Freien ausgefrorenen Sclerotien bis Anfang Mai trockengehalten 
wurden, um so die Keimung der Fruchtk6orper bis zur Ausbildung det 
vierten Generation zu verz6gern. 


Parallel mit diesen Untersuchungen wurden auch die tiberwinterten 


Conidien der Sphacaelia-Miitzchen iiberpriift, da ja in diesem Fall 
ebenfalls eine vegetative Vermehrung wahrend mehrerer Generatione 
vorhanden ist. Dazu wurden die Miitzchen von demselben Mutterkory 
verwendet. die im Friihling zur Ascosporengewinnung benutzt wurden 
Der Alkaloidgehalt des so geziichteten Mutterkorns ist aus der Ta 


belle LIL zu entnehmen. 

Die Differenzen im Alkaloidgehalt liegen innerhalb der Fehlergrenze 
Erwahnt sei aber, daB die Sclerotien, die von tiberwinterten Sphacaelia 
miitzchen stammten, eine schlechte Virulenz zeigten, da diese Sclerotie: 





Untersuchungen uber den Alkaloidgehalt des Mutterkornes 


Tabelle ILI. Versuch in Budapest. 





oidgehal 
Datum Infektionsmaterial {oggenart “ey halt 
Honigtau, der durch vier Genera- Petkuser 
: : ; 0.14 
tionen geziichtet wurde Sommerroggen 


: : ; Petkuser 
Kontrolle direkt mit Ascosporen . ‘ 3 O12 
{ Sommerroggen 


Conidienaufschwammung von iiber 
winterten Sphacaelia Miitzchen .. Fleischmann 0,12 


Kontrolle mit Ascosporen ........ Fleischmann O15 


nur etwa die Halfte der normalen Grobe der anderen Sclerotien et 
reichten. 

Versuch 3. In der Arbeit tiber Mutterkornkultur (1. ¢.) wurde 
vezeigt, daB der gréBte Mutterkornertrag dann erzielt wird, wenn die 


Infektion sofort nach dem Ahrenansatz erfolgt. Es war deshalb zu 


untersuchen, ob nicht etwa diese friihzeitige Infektion einen Einflub 
auf den Alkaloidgehalt austibt. Dieser Versuch ist in Tabelle [TV zu 
sammengefabt. 


Tabelle IV. In Budapest auf mit Ascosporen in 
fiziertem Fleischmann-Roggen. 





Alkaloidgehalt 


Datum Infektion vorgenommen ~ 


10. V. sofort beim Abrenansatz . . : O14 
19. V. bei der Bliite .. 0.15 
28. V. 9 Tage nach der Bliite ....... 0.13 


Es ist somit kein Zusammenhang zwischen dem 
Ausbleiben der Alkaloide und der Infektionszeit zu 
finden. 

Versuch 1. Bei der Infektion mit der Maschine 
konnte eine geringe Schadigung der Roggenhalme 
nicht vermieden werden. Dabei wurden die Halme 
hier und da durchstochen und gebrochen, dies bringt 
Storungen der Saftstr6mung mit sich, wobei auch die 





Stoffwanderung leidet. 


Um den EinfluB dieser St6rung auf den Alkaloid- Abb. 1 
Kiinstliche Storung 


vehalt zu bestimmen, wurden Roggenhalme mit den- ser Seeabticuand 
de oftwanderung 


selben Nadeln, die zur Infektion gebraucht wurden. 

durchstochen. Waren die durchstochenen Roggenhalme sehr diinn. 
so starben sie ab, was auch bei der Maschineninfektion vorkommt. waren 
die Halme dicker oder wurden sie nicht direkt unter den Ahren durch- 
stochen, sondern etwa in der Mitte des obersten Internodiums. so 


24* 
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bildeten sich Korner und Sclerotien. Je nach der Verwundung wa: 
diese besser oder weniger gut ausgebildet. Parallel zu diesen Ve 
suchen wurde ein Teil der Halme unter der Ahre einmal geknick: 
wihrend bei einem anderen Teil die Halme zweimal geknickt und 7: 
sammengebunden wurden, wie dies aus der Abb. 1] zu ersehen ist 

Die Ahren, deren Halme nur einmal geknickt waren, bildeten zu 
Teil ziemlich gut ausgewachsene Kérner und Sclerotien, wihrend bei 
den Ahren, deren Halme zweimal gebrochen waren, sich nur leer 
Korner und ganz kleine Sclerotien bildeten. Die Analysenergebniss: 
sind in der Tabelle V zusammengestellt. 


Tabelle V. In Budapest auf Petkuser Sommerroggen. 





Ausbildung 
Datum Behandlung der Roggenhalme der Korner 
und Sclerotien 


Alkaloidgeha it 
in %9 


26. V. Halm unterhalb der Ahre durchstochen schlecht 0,08 
Halm in der Mitte des obersten Inter- 
nodiums durchstochen mittelmabig 0,12 


Halm unterhalb der Ahre einmal ge- 

knickt 0,12 
Halm unterhalb der Ahre zweimal 

knickt schlecht 0,06 


Kontrolle unbehandelt 0,13 


Wie der Tabelle V zu entnehmen ist, erniedrigen die Stérungen 
im Saftstrom den Alkaloidgehalt nur dann, wenn die Ausbildung de 
Koérner und Sclerotien sehr stark gehemmt wird. Doch findet mai 
selbst bei diesen ganz kleinen Sclerotien einen verhaltnismaBig hohen 
Alkaloidgehalt. 

Versuch 5. Es muBte fernerhin auch untersucht werden, ob di 
Zahl der Sclerotien je Ahre einen EinfluB auf den Alkaloidgehalt ausiibt. 
da ja bei den maschinell infizierten Ahren die Sclerotiumzahl je Ahr 
im Durchschnitt viel gréBer ist. Fiir diesen Versuch wurden aus eine: 


eréBeren Parzelle solche Sclerotien gesammelt, die von solchen Ahren 


stammten, an welchen nur ein Sclerotium gewachsen war, dann solchi 
Sclerotien, welche von Ahren mit vier oder mehr Sclerotien herriihrten 
AuBerdem wurden auch einzelne Ahren an je 20 Bliiten infiziert, um so 
eine méglichst hohe Sclerotiumzahl zu erreichen. Diese Sclerotien 
bildeten sich jedoch sehr schwach aus, sie waren diinn und kurz und 
glichen sehr den Sclerotien des vorigen Versuchs, wo die Halme seh: 
wund oder zweimal geknickt waren, Analytisch ergaben sich die Date: 
der Tabelle VI. 

Unter normalen Verhaltnissen ist also die Zahl der Sclerotien |: 
Ahre auf den Alkaloidgehalt von keinem EinfluB, wird jedoch diese 





Untersuchungen tiber den Alkaloidgehalt des Mutterkornes. 


Tabelle VI. In Budapest auf Fleischmann-Roggen. 





Alkaloidgehalt 


Datum Sclerotienzahl je Ahre in 0 
“10 


19. V. 1 Sclerotium 0,16 
ro YN. 4 oder mehr Sclerotien 0,14 
22. V. 20 Sclerotien 0,08 


Zahl experimentell erhéht, so sinkt der Alkaloidgehalt, wobei es sich 
wahrscheinlich aber nur um eine St6rung der Stoffwanderung handelt. 

Versuch 6. Alle diese einzelnen Ergebnisse konnten zusammen- 
fassend in einem Versuch tiberpriift werden, der mit der groBen In- 
fektionsmaschine vorgenommen wurde. Um dies durchzufiihren, wurde 
Roggen in Streifen angebaut. Die Infektionen wurden nach dem Ahren- 
ansatz vorgenommen, wobei immer nur jeder zweite Streifen mit der 
Maschine behandelt wurde. Die hierbei ausgebliebenen Streifen wurden 
der natiirlichen Infektion iiberlassen. Beim Einsammeln des Mutterkorns 
wurde die Zahl der Sclerotien bei den infizierten Ahren je Ahre bestimmt 
und man fand bei den maschinell infizierten Streifen eine Sclerotium- 
zahl von 3,4 je Ahre, an den Streifen, die der natiirlichen Infektion 
iiberlassen waren, eine Sclerotiumzahl von 1.4 je Ahre. Die Analysen 
zeigt die Tabelle VII. 


Tabelle VII. Versuch zu Nagykanizsa. 





Datum Infektion Loggenart — 
0 


Maschineninfektion Fleischmann 0,16 
Selbstinfektion ; o 0.15 


Maschineninfektion Hatvaner 76 0,15 
Selbstinfektion oe 0.16 


Die im groben durchgefiihrten Versuche bestatigen, dab durch die 
Maschineninfektion der Alkaloidgehalt nicht vermindert wird. 

Im folgenden sollten die Umstande untersucht’ werden, die bei 
einer Mutterkornkultur in der Praxis den Alkaloidgehalt beeinflussen 
kénnten. 

Versuch 7. Bekanntlich wechselt der Gehalt an Alkaloiden je nach 
dem Lande, so hat das spanische und russische Mutterkorn einen hohen 
Alkaloidgehalt von etwa 0,2 bis 0.3°,. im ungarischen Mutterkorn 


findet man zumeist 0,10 bis 0,25 °,, wihrend im deutschen und skandi- 


navischen Mutterkorn der Gesamtalkaloidgehalt niedriger, etwa 0.04 
bis 0,15°, ist. Auch die Zusammensetzung der Alkaloide ist je 
nach dem Lande verschieden. Alle diese Differenzen werden dem 
klimatischen EinfluB zugeschrieben. In vorliegendem Versuch konnte 
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zwischen dem Mutterkorn, das in drei verschiedenen Gegenden Unga: 
vezuchtet wurde, kein bedeutender Unterschied wahrgenommen werd 
wie dies Tabelle VILL zeigt. Doch lieBen sich die verschiedenen Must 
verschieden gut verarbeiten. Das Mutterkorn. welches in Hat, 
vezuchtet wurde, zeigte eine sehr lastige Emulsionsbildung, die 


hetriebsmakige Aufarbeituny sehr erschwert. 


Tabelle VIIL. 





Alkaloidgehalt 


Versuchsort Roggenart 


Budapest .... Fleischmann 

= AL Sa a kes Secale montanum 
Hatvan..... Hatvaner 76 
Nagykanizsa ........ | Fleischmann 


Versuch S. Uber den EinfluB der Wirtspflanze gibt Tabelle IX 
Bescheid., 
Tabelle IX. Versuch in Budapest. 





Alkaloid- 
Wirts pflanz gehalt Wirtsptlanze 
In ¥ 


Hanna 0.15 | Petkuser- Winter O.1' 

-orgen Hatvaner + a 0.16 foggen Strube ..... . O,14 
sas Fleischmann .... 0,15 | Secale montanum O21; 
Petkuser-Sommer O13 Weizen: Bankuter 1201... 0,11 





Die Differenzen liegen beim Roggen innerhalb der Fehlergrenz 
beim Weizen findet man einen etwas kleineren Alkaloidgehalt. 

Versuch 9. KEinige Arzneibiicher schreiben vor. das Mutterkon 
<olle vor der Reife des Roggens gesammelt werden. Es war deshalb z 


untersuchen, welchen Einflu’g die Lesezeit auf den Alkaloidgehalt 


ausiibt. Vgl. hierzu Tabelle X. Der Roggen, dessen Mutterkorn an 


17. Juni gesammelt wurde. war noch griin, die Ko6rner waren milehig 


» 


am 22. Juni waren die Ahren gelb, der Halm jedoch noch ziemlich griu 


am 27. Juni war der Roggen schnittreif: am 7. Juli totreif, wobei viel: 
Sclerotien ausgefallen waren. In Nagykanizsa reifte der Roggen 2 bis 
3 Tage eher. auch der Fleischmann-Roggen reifte frither wie der Pet 
kuserrogven, 


Tabelle X. 





Alkaloidgehalt in ¢ und Lesezeit 
Versuchsort 


ut: Va. $2; Vi. 27. VI towel 


Nagvkanizsa Rigener 0,15 
Budapest Fleischmann 0,14 0,16 
; Petkuser 0,14 0,16 
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Untersuchungen tiber den Alkaloidgehalt des Mutterkornes. II. 


Die Differenzen im Alkaloidgehalt sind zu gering und nicht gleich- 
sinnig, um einen Einflu®B der Lesezeit feststellen zu kénnen. 

Bei dem Uberblick dieser Versuchsreihe zeigt es sich, daB der 
\Ikaloidgehalt. abgesehen von einzelnen Ausnahmen, stets zwischen 
den Grenzen 0,12 und 0,16°,, liegt, diesen Alkaloidgehalt besa auch 
das Mutterkorn, welches wir als Ausgangsmaterial fiir die L[mpfungen 
verwendet hatten. Kin Alkaloidgehalt, kleiner als 0,06°,, trat selbst 
bei den starksten Eingriffen nicht auf. Diese Versuche lésen also das 
Problem nicht, weshalb bei den ersten groBbetriebsmabigen Versuchen 
kein Alkaloid entstanden ist, doch lassen sie mit groBer Sicherheit 
rkennen, dali das Ausbleiben der Alkaloide nicht durch die Art det 


Kultivierune beeinfluBt wird 


Die Untersuchung des Mutterkornes auf Gleichartigkeit. 


Das Mutterkorn verbreitet sich in der Natur zum Teil durch Asco- 


sporen, die durch einen Sexualakt entstehen, und zum Teil durch 


Conidien, die sich vegetativ (asexuell) durch Abschniirung bilden. Im 
Vergleich zu den Bliitenpflanzen entsprechen den Ascosporen die 
Samen, den Conidien die Zwiebeln, Knollen, Sprosse usw. Bei der 
sexuellen Vermehrung sind die Gesetze der Vererbungslehre viiltig. 
Handelt es sich dabei nicht um eine Reinzucht, so kénnen die Eigen- 
schaften der Nachkommen von denen der Vorganger sehr verschieden 
sein. Demnach konnen bei dem durch Ascosporen infizierten Mutter 
korn im Alkaloidgehalt groBe Unterschiede auftreten. Werden jedoch 
viele Ascosporen verschiedener Sclerotien verwendet, wie in den oben- 
erwahnten Versuchen, so stellt sich ein Mittelwert von selbst ein 

Die asexuell gebildeten Conidien findet man beim Honigtau und 
bei den saprophytischen Kulturen. Wird z. B. ein Nahrboden in einer 
Petri-Schale mit einem steril entnommenen Stiickchen eines Sclerotiums 
beimpft., so bildet sich ein Pilzgeflecht, das Conidien in groBer Zahl 
ibschniirt. Diese Conidien sind den Erbgesetzen, wie z. B. dem Mende 
lismus, nicht unterworfen, sondern sie iibertragen samtliche Eigen 
schaften der Mutterpflanze auf die Nachkommenschaft. Demnach 
kann erwartet werden, daB bei einem ausgewahlten Mutterkorn auch 
in der Freilandkultur die ausgewahlten Eigenschaften sich wiedertinden 

Versuch 10. Um dies nachzupriifen, wurde zuerst untersucht, ob 
zwischen den einzelnen Sclerotien ein Unterschied im Alkaloidgehalt 
vorhanden ist. Es wurde dazu eine Methode ausgearbeitet. die fiir eine 
Massenuntersuchung der einzelnen Mutterkérner geeignet war!. Nach 
dieser Methode wurden mehr als S00 einzelne Mutterkérner analvysiert, 


wobei ein grober Teil der Mutterkérner sehr alkaloidarm war. jedoch 


' ON. v. Békésy, diese Zeitschr. 802, 187 —197, 1939 
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war in einem anderen Teil der Mutterkérner ein den Mittelwert }¢ 
deutend tibersteigend hoher Alkaloidgehalt zu finden. Die Verteiluny 
des Alkaloidgehalts bei den untersuchten 840 Sclerotien ist aus Abb. 2 
zu entnehmen, in der die Abszisse den Alkaloidgehalt in °%, darstel|t 
Um eine bessere Ubersicht zu erhalten, ist die Teilung der Absziss: 
ungleichmaBig. Bei den kleinen Werten von 0,01 bis 0,1 °%, betragt 
jede Teilung 0,01 %, von 0,1 % aufwarts dagegen 0,1°%. Die Ordinate 
gibt an, wieviel °/ der 840 Sclerotien den auf der Abszisse dargestellten 
Alkaloidgehalt aufweisen. Die Abbildung zeigt, daB die Handelswar 
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Abb. 2. Die Verteilung des Alkaloidgehalts in den einzelnen Sclerotien 
beim ungarischen Mutterkorn. 


aus einem Gemisch sehr verschiedener Sclerotien zusammengesetzt ist 
Das Gemisch besteht hauptsachlich aus einem minderwertigen Mutter 
korn, mit einem Alkaloidgehalt vonetwa 0,025 %, und aus einem wert 
vollen Mutterkorn mit einem Alkaloidgehalt von 0,4°,, dabei sind 
eben jene Sclerotien in geringster Zahl vorhanden, die dem Durch 
schnittsalkaloidgehalt der Handelsware entsprechen wiirden. Die Giite 
der Handelsware wird demnach durch das Verhaltnis der alkaloid 
reichen und alkaloidarmen Sclerotien bestimmt. Welchen Anderungen 
dieses Verhaltnis unterworfen ist, laBt sich aus Abb. 3 entnehmen 
welche die Verteilung des Alkaloidgehalts aus verschiedenen Gegenden 


Ungarns darstellt. 


Kurve I zeigt bei 80 Sclerotien die Werte eines minderwertigen 
Mutterkorns aus Oberungarn, Kurve II die Analysen von 240 Sclerotien 
aus der ungarischen Tiefebene, Kurve III gibt die Werte fiir Mutterkor: 
aus Zala, Kurve IV fiir Komaérom an. Fiir die beiden letzten Unte: 
suchungen wurden je 220 Stiick analysiert. 


Versuch 11. Es wurden im Alkaloidgehalt der einzelnen Sclerotien 
sehr groBe Unterschiede gefunden. Um festzustellen, ob der Alkaloid 
gehalt gleichmaBig verteilt oder ob er an einzelne Stellen des Sclerotiums 





Untersuchungen iiber den Alkaloidgfhalt des Mutterkornes. IT. 


vebunden ist, wurden einzelne Sclerotien in vier Teile geteilt, und zwar 
in Spitze, obere und untere Mitte und Basis. Jeder Teil wurde gesondert 
analysiert. Um auch feststellen zu kénnen, ob der Alkaloidgehalt sich 
etwa in der Rinde oder in der Markschicht konzentriert, wurden alkaloid- 
reiche Sclerotien sorgfaltig ab- 
veschabt und die Rinde und 
Markschicht gesondert  unter- 
sucht. Die erhaltenen Werte 
sind in der Tabelle XI darge- 


1/ Kurve J fiir Mutterkorn aus Oberungarn. 
stellt. ie Se ms » der ungari- 


a i Alkaloi sh; 7wi schen Tiefebene. 
Da im Alkaloidgehalt zwi-  ¢, Kurve JII fiir Mutterkorn aus Zala. 
schen den einzelnen Teilen kein so) Ges i ,, _Komarom. 
Unterschied besteht, konnte die 


saprophytische Kultur mit jedem 





beliebigen Stiickchen des Sclero- 
tiums angelegt werden. 

Versuch 12. Nach Auswahl 
einiger alkaloidreicher und _ al- 
kaloidarmer Sclerotien haben 
wir von diesen saprophytische 
Kulturen hergestellt. Die Scle- 
rotien, die zu diesem Zwecke 


‘ ; . Abb. 3. Verteilung des Alkaloidgehalts vou 
verwendet wurden, hatten einen Mutterkorn aus verschiedenen Gegenden 


Tabelle XI. 





Alkaloidgehalt in °/, Alkaloidgehalt in ° 


Spitze 0,43 Linde 0,40 
Oberer Teil 0,40 Markschicht .... 0,41 
Unterer Teil 0,42 
Basis 0),42 


Alkaloidgehalt von 1,1 bis 1,2°,, bzw. einen, der kleiner als 0,02 °,, 
war. Mit dem Impfmaterial (Conidien), das von diesen Kulturen ge- 
wonnen wurde, wurde im Freiland Fleischmann-Roggen beimpft. Der 
Alkaloidgehalt des so geziichteten Mutterkorns ist aus Tabelle XII 
zu entnehmen. 

Tabelle XII. 





Alkaloidgehalt Alkaloidgehalt , Alkaloidgehalt Alkaloidgehalt 

. : > Nr des ® , 

des Sclerotiums der Kultur Salarcktaie des Sclerotiums der Kultur 
in °/5 in 9/9 a _ in %/o in ‘ 


Nr. des 
Selerotiums 


0,64 164 0,018 0,015 
0,74 369 0,012 0.015 
0,60 








Ny. Békesy : 


Bei den alkaloidreichen Kulturen finden wir also eine ziemlic! 
vrobe Abnahme des Alkaloidgehalts, wahrend bei den alkaloidarme: 
Kulturen der Alkaloidgehalt klein bleibt. Fiir diese Erscheinung sii 
zwei Moéglichkeiten vorhanden: entweder handelt es sich um ein 
sogenannte Nachwirkung der saprophytischen Kultur oder es wird de: 
Alkaloidgehalt trotz der friiheren Versuche (von 4 bis 6) durch dir 
Faktoren der Umwelt beeinfluBt. 

Versuch 13. Unter Nachwirkung verstehen wir die Ubertraguny 
von erworbenen Eigenschaften. Solche Nachwirkungen sind nicht nu 
bei den Mikroorganismen, sondern auch bei den héheren Lebewesen 
bekannt. Dabei kann es sich um die Ubertragung eines aktiven Stoffes 


handeln, oder um dauernde Modifikationen (vgl. Vererbungslehren 
Um zu priifen, ob diese Méglichkeit beim Mutterkorn eine Rolle spielt 
wurden mit ein und demselben Sclerotium verschiedene saprophytische 


Nahrbéden eingeimpft und mit den so erhaltenen Conidien Roggen im 
Freiland infiziert. Von den untersuchten saprophytischen Nahrbéden 
seien einige erwahnt : 
1. Bierwiirze — Agar-Agar (Bierwiirze mit 10°, Extraktstoff). 
2. Bierwiirze— Gelatine. 
3. Nahrboden nach Woltje fiir Schimmelpilze! mit Agar-Agar 
KH,PO, 
MgSO,.7 H,O 
Saccharose 
Asparagin 
Agar-Agar 
dest. Wasset 
Nahrbeden mit Stickstoffmangel. 
KH,PO, 
MgSO,.7 
Ca (N 
(ilucose 
Agar-Agar 20,00 2 
dest. Wasser 1000.00 2 


Uber den EinfluB der Nahrbéden siehe Tabelle XIII. 


Tabelle XIII. 





Alkaloidgehalt Alkaloidge halt 
Nihrboden des Sclerotiums der Kultur 
in ° in 


Bierwiirze Agar-Agar...... 0.80 0.46 
Pe CGelatine 0.80 0.45 
Nahrboden nach Woltje 0,80 0,45 
mit Stickstoffmangel ... 0,80 0,45 


' Janke-Zikes, Arbeitsmethoden der Mikrobiologie. Dresden u. Leipzig 
192s. 
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Die Analysen stimmen miteinander gut iiberein. Selbst bei dem 
Nahrboden mit Stickstoffmangel tibertragt sich der Alkaloidgehalt aut 
die Freilandkultur, obwohl die Conidien in der Petri-Schale sehr kiimmer- 
lich gediehen. Diese Feststellung hat fiir die im groBen auszufiihrende 
parasitische Kultur Wichtigkeit, denn es ist demnach mdéglich, fiir dic 
Kultur jenen Nahrboden auszuwahlen, der die grébte Menge Impt 
materials liefert. 

Versuch 11. In den Versuchen 4 und 5 wurde gezeigt, dal der Al 
kaloidgehalt durch Verletzungen, die die Stoffwanderung und den 
Saftstrom in starkerem Mabe 
hemmen, herabgesetzt wird. 
Eine kleinere Zah! der Sclerotien 
ie Ahre oder geringe Stérungen 
hatten auf den Alkaloidgehalt 


7 


keinen nachweisbaren Einflu. 
Dies rithrt davon her, dab bei 
diesen Versuchen zur Impfung 
ein nicht homogenes —Impf- 


material von Ascosporen ver 








wendet wurde und der Alka- 








loidgehalt des geernteten 








Mutterkorns ziemlich klein war, ( 05 96 947 
so daB im Alkaloidgehalt kl ppeiariahiatiy 


es ; Abb. 4. Die Verteilung des Alkaloidgehalts bei 
nere Differenzen nicht beob- Reinkultur 


achtet werden konnten. Es war 

deshalb zu erwarten, da} bei einer Reinzucht mit hohem Alkaloid 
vehalt bereits kleine Anderungen der Ernahrung im Alkaloidgehalt 
nachgewiesen werden kénnen. Daher wurden die einzelnen Sclerotien 
einer Reinkultur auf Alkaloidgehalt analysiert. Die Messungen sind 
in Abb. 4 graphisch dargestellt, wobei die Abszisse den Alkaloidgehalt 


in ©. und die Ordinate die Stiickzahl der einzelnen Sclerotien in 


Oo 


o 


ingibt, die zu je einem Intervall von 0,1 °,, Alkaloidgehalt gehéren. 

Es zeigt sich demnach bei der Feinuntersuchung der einzelnen 
Sclerotien, dafgS der Alkaloidgehalt durch die Umweltfaktoren bzw 
durch die Wirtspflanze beeinfluBt wird. Sind einzelne Ahren besser 
entwickelt, so ernahren diese das Mutterkorn besser. Aus diesem Grunde 
spielt auch der Ort des Wachstums eine Rolle, denn das an der Mitte 
der Ahre parasitierende Sclerotium ist besser ernahrt als eines, das an 
der Basis oder Spitze wuchert. Ein Unterschied wird sich auch dann 
zeigen, Wenn zwei Sclerotien dicht nebeneinander den Nahrstoff einander 
entziehen. 

Versuch 15. Den EinfluB8 der Ernahrung auf den Alkaloidgehalt 


k6nnen wir auch in dem Falle zeigen, wenn wir die Sclerotien der Rein- 





| ee Bekesy : 


Tabelle XIV. 





Durch- Durch- kaloi Durch- Durch- 

schnitts- schnitts- ARaloid- *hnitts- *hnitts- 

Muster chinitts chnitts gehalt Muster schnitts schnitts 

. lange gewicht i “ ; lange gewicht 
Nr In mm in g Nr. In mim in g 


0,31 0,58 p 0,25 
0,18 0.47 S | ma 0.16 
16 0,09 0,42 ms | 0,10 
12 0,04 0.38 ‘ 0.05 





kultur der Gr6éBe nach auslesen und die einzelnen GréBen gesonder 


analysieren. Dies zeigt Tabelle XIV. 

Gr6Bere Sclerotien sind besser ernahrt und haben dabei eine: 
gréBeren Alkaloidgehalt als die kleinen Nclerotien!. Hier finden wi: 
nur geringere Abweichungen des Alkaloidgehalts im Vergleich zu den 
obigen Versuch, da bei dem Gemisch von mehreren Sclerotien dik 


extremen Unterschiede ausgeglichen werden. 

Wir haben damit den Grund gefunden, weshalb im Versuch 12 
der hohe Alkaloidgehalt der drei ausgewahlten Sclerotien nicht in det 
Kultur im groBen sich weiter ziichten lieB. Jene Sclerotien haben auf 
jeden Fall ein groBes Alkaloidbildungsvermégen, doch wird der hol. 
Alkaloidgehalt nur unter den giinstigen 4uBeren Bedingungen vollwertiy 
ausgebildet. 

Zum SchluB dieser Versuchsreihe sei erwaihnt, daB bei den erste: 
Kulturversuchen, bei denen ein wirkungsloses Mutterkorn geerntet 
wurde (vgl. Tabelle [), das Impfmaterial von einer saprophytische: 
Kultur stammte. Es liegt nun nahe, daB der Alkaloidgehalt in diese: 
Versuchen darum ausgeblieben war, weil die saprophytischen Kulture: 
mit wirkungslosen Mutterkérnern eingeimpft wurden. 


' Nach AbsehluB meiner Untersuchungen wurde mir die Arbeit vor 
M. F. Sternon bekannt (Bull. Acad. roy. Méd. Belgique 1, 463 —469, 1936 
Sternon untersucht den Alkaloidgehalt des Mutterkorns wahrend de- 
Wachstums und findet, daB der Alkaloidgehalt von der Bildung des Selero 
tiums bis zum Erreichen einer GréBe von 14 bis 20 mm dauernd zunimmt 
um beim weiteren Wachsen wieder abzunehmen. Daraus folgert er, dali tii 
pharmazeutische Zwecke besonders Mutterkorn mit einer Sclerotienlaing: 
von 14 bis 20mm geeignet ist. Nach den Untersuchungen von Sterno) 
sollte die Basis, als Stelle des spiteren Zuwachses, einen niedrigeren Alkaloid 
gehalt aufweisen. Wie in dem Versuch 11 jedoch gezeigt wurde, ergab sic! 
an der Spitze und an der Basis des Mutterkorns der gleiche Alkaloidgeha!t 
AuBerdem zeigt der Versuch 15, daB der Alkaloidgehalt mit der Grél): 
standig zunimmt. Die Versuche Sternons stehen mit unseren Versuche! 
nicht in Widerspruch, denn er untersuchte das heterogene Mutterkorn de- 
Freilandes, das aus einer Mischung von mehreren Typen besteht. Misch! 
man z. B. ein groBkérniges Mutterkorn mit geringem Alkaloidgehalt wm 
ein kleinkérniges mit hohem Alkaloidgehalt, so erhalt man ahnliche Erge! 
nisse wie Sternon gefunden hat. 
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Die Verteilung des Alkaloidgehalts zwischen den einzelnen Selerotien. 

Die Verteilungskurve einer Eigenschaft (Variationskurve) wird in 
der Vererbungslehre viel behandelt. Meistens stellt sie eine Kurve 
mit einem Maximum dar, die der bekannten Fehlerkurve gleicht. 
Zweigipflige Variationskurven, wie sie auch in unserem Falle vor 
kommen, werden ebenfalls mehrmals gefunden. Der Grund fiir das 
Entstehen einer zweigipfligen Kurve ist sehr verschieden, hier sollen 
besonders die drei wahrscheinlichsten Méglichkeiten besprochen werden. 
Erstens kénnen aubere Einfliisse eine Rolle spielen, z. B. dann, wenn 
das untersuchte Material von verschiedenen Gegenden stammt, wo die 
Ernahrungsbedingungen, die Temperatureinfliisse usw. verschieden 
waren, Zweitens ergeben sich oft zweigipflige Variationskurven dadurch, 
da zwei verschiedene Rassen (Biotypen) gemischt im untersuchten 
Material vorhanden sind. Drittens kénnen aber auch innere erbliche 
Ursachen eine Rolle spielen. Ein haufiger Fall ist der Dimorphismus. 
Wird z. B. die Armkraft von Mannern und Frauen gemessen und 
graphisch dargestellt, so erhalt man eine zweigipflige Kurve, wobei 
das eine Maximum der geringen Kraft der Frauen entspricht. Beim 
Mutterkorn kénnen wir durch den EinfluB der auBeren Bedingungen 
die zweigipflige Variationskurve nicht erklaren, denn wir fanden dieses 
Verhalten auch dann, wenn das Mutterkorn von demselben Ort, bei 
derselben Temperatur, auf demselben Roggen usw. geziichtet: wurde. 
Untersuchen wir aber eine Reinzucht, die durch vegetative Vermehrung 
entstanden ist, so ist die Variationskurve eingipflig, demnach kann die 
zweigipflige Variationskurve nicht durch Umweltfaktoren entstehen. 
Die Méglichkeit, da das untersuchte Material ein Gemisch von zwei 
Biotvpen ist, trifft ebenfalls nicht zu. Zur Analyse wurde namlich 
Material von sehr verschiedenen Gegenden Ungarns verwendet und 
trotzdem fanden wir bei jedem Muster dasselbe Verhalten, wie es auch 
die Abb. 3 zeigt. Da nie das eine oder das zweite Maximum allein 
vorkam, so ist es nicht wahrscheinlich, daB in Ungarn nur ein Gemisch 
von zwei verschiedenen Biotypen vorhanden ist. Es bleibt daher nur 
die dritte Méglichkeit bestehen, daB innerliche genetische Ursachen die 
Bildung dieser zweigipfligen Kurve bewirken. 


Zusammenfassung. 


Es wurden zunachst alle Méglichkeiten, die den Alkaloidgehalt 
der parasitischen Kultur beeinflussen, untersucht. Dabei zeigte es sich, 
daB in der Freilandkultur die Umweltfaktoren (Ernahrung, Temperatur. 
Schadigungen usw.) den Gehalt nur in sehr geringem Mabe beeinflussen., 
GroBe Unterschiede kénnen aber bei der Kultur durch die inneren 
erblichen Anlagen des Mutterkorns entstehen. Nach Untersuchung 
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einzelner Sclerotien haben wir gefunden, daB zwischen ihnen in bezic 


auf Alkaloidgehalt ein groBer Unterschied besteht. Die zugehériy, 


Variationskurve des Alkaloidgehalts zeigt zwei Maxima. Wir habe 
vesehen, das diesem Verhalten wahrscheinlich erbliche Ursache 
zugrunde liegen. Dieser Befund hat fiir die Mutterkornkultur gro{) 
Bedeutung, da durch Auswahl samtliche Eigenschaften des auserwah lt. 
Sclerotiums in die Freilandkultur durch asexuelle Vermehrung jibe: 
tragen werden kénnen. Trotzdem ergab sich ein kleinerer Alkaloid 
vehalt als im Sclerotium des Ausgangsmaterials. Es wurde gezeigt, da 
der Grund dafiir in den Umweltbedingungen zu suchen ist. [st namlic! 
eine Pflanze mit der Fahigkeit fiir eine Héchtleistung begabt, so kan; 
sich diese nur dann vollwertig ausbilden, wenn die Umweltfaktore 
dafiir giinstig sind. In der Freilandkultur trifft aber dies nicht fiir ei: 
jedes einzelne Sclerotium zu, weshalb wir in einem gréBeren Durch 
schnittsmuster einen etwas niedrigeren Alkaloidgehalt finden. Dei 
gréBte Alkaloidgehalt, den wir durch die Kultur im GroBen erreiche: 
konnten, betrug 0,74 °,, Gesamtalkaloidgehalt. Ein solch hoher Alkaloid 
gehalt wurde meines Wissens nach im Mutterkorn noch nie gefunden 


Dem Leiter des Instituts, Herrn Professor Géza +. Doby, danke ic! 
fiir die freundliche Unterstiitzung. 





Uber den Nihrwert von Testikelsubstanz 
nach milder Trocknune. 


Von A. Seheunert und G. Kroekert. 
(Aus dem Veterinar-Physiologischen Institut der Universitat Leipzig. ) 
( Binge gangen am 13. November 1939.) 


Mit 4 Abbildungen im Text 


Bei Untersuchungen tiber Aufzucht und Mast von Forellen unter 
der Einwirkung von Vitaminen und Hormonen, welche der eine von 
uns vor kurzem ver6ffentlicht hat!, war als ein wichtiger Nahrungs- 
bestandteil Hodensubstanz von Bullen mit verwendet worden. Uber den 
Nahrwert dieser mannlichen Keimdriisen ist bisher nichts bekannt. 
Dies hangt auch damit zusammen, dab sie als Abfallmaterial behandelt 
werden und, soweit sich nicht in neuerer Zeit Fabriken zur Herstellung 
von Hormonpraparaten ihrer bedienen, der gew6hnlichen Abfallver- 
wertung anheimfallen. 

Bei der obigen Arbeit war vor allem der Gedanke mabgebend ge- 
wesen, durch schonende Trocknung der Testikelsubstanz nach Még- 
lichkeit die hitzeempfindlichen Stoffe zu erhalten und auch das Eiweil 
vor Veranderungen durch Hitzegrade, die die normale Koagulations- 


temperatur wesentlich iiberschreiten, zu bewahren. 


1. Materialbereitung. 


Die Hoden frisch geschlachteter Bullen wurden von den bindegewebigen 
Hiillen befreit und durch eine Schlagkreuzmiihle gegeben. Die hierbe 
erhaltene diinnfliissige Masse wurde aut Glasplatten aufgestrichen und in 
einem Luftstrom bis zu 50° unter mehrmaligem Wenden getrocknet. Das 
erhaltene Trockenpraparat wurde dann abermals dureh die Schlagkreuz 
mithle staubfein zerkleinert. 

Das auf diese Weise gewonnene Puiver enthielt in 100 ¢ luft 
trockener Substanz die folgenden Bestandteile: 

Trockensubstanz (105° C) 

Wasser 

Asche 

Rohprotein 69,82 ° 
Reinprotein 61.64 ° 


0,196 °,,) 


' Krockert, Zeitschr. f. Fischerei u. deren Hilfswissenschaften 36, 
473, 1939. 





A. Scheunert u. G. Krockert: 


Die getrocknete Hodensubstanz ist nach der Analyse ein eiweil) 
reiches Produkt, wenn es auch den EiweiBgehalt von getrocknetem 
Fleischpulver (etwa 75%) nicht erreicht. Der Fettgehalt ist betrachtlic|) 
und fast doppelt so hoch wie der eines gew6hnlichen Fleischpulvers 
Auch der Gehalt an Asche ist bemerkenswert hoch, wahrend unter de: 
Aschebestandteilen offenbar die Calciumsalze nur einen unbedeutende: 
Anteil ausmachen. 


Diese Beurteilung wurde nunmehr der Bereitung des Versuchs 
futters zugrunde gelegt, mit Hilfe dessen im Versuch an jungen wachsen 
den Ratten ein Einblick in de: 
Nahrwert der Hodentrockensub 





=> 


stanz gewonnen werden sollte. Hier 
bei interessierte vor allem die Frage 
ob das Eiweib als vollwertig fii 
Wachstum und Erhaltung der 


+ 


So 


| ; 

ungen Ratten angesprochen werden 
Ito kann. Es wurden _ infolgedessen 
! Futtermischungen hergestellt, we! 
92. lag 


os: che diese Hodentrockenmasse als 
Faarungstag 





einzige EiweiBquelle enthielten. In 
z  zweiter Linie interessierte die Frage 


Tage 





aati ob besondere Vitaminzusitze not 

wendig sein wiirden, um Wachs 
tum und Entwicklung der jungen Tiere zu gewahrleisten, und schlie/; 
lich sollte gepriift werden, inwieweit Mineralzusatze zur Vervol| 
kommnung erforderlich sind. 


Da das Material nicht in unbegrenztem MaBe zur Verfiigung stand 
wurde die folgende Versuchsanstellung gewahlt: Es wurde zunachst 
eine Futtermischung hergestellt, welche 20°, Hodentrockensubstan7 
enthielt. Hierdurch sollte der gesamte Bedarf an EiweiB, ferner der 
Bedarf an Vitaminen und auch der Mineralbedarf gedeckt werden 
Allerdings wurde durch Zugabe von 1°, NaCl in dieser Richtung noch: 
eine Erganzung vorgenommen. Der Rest des Futtergemisches bestand 
dann aus 4°, gehartetem Pflanzenfett (Palmin) und 75°, Maisstarke 
puder. 


Insgesamt wurden zu diesem Versuch sieben mannliche und sieber 
weibliche Tiere aus der Zucht des Instituts verwendet. Die Tier: 
wurden aus einer gréBeren Anzahl von Rattenwiirfen ausgewahlt 
hatten ein Durchschnittsalter von 4 Wochen und wogen 40 bis 45 ¢ 


Die Tiere befanden sich in Einzelkafigen auf Sagespanen und erhielte: 
als Getrank Leitungswasser. Sie wurden wochentlich zweimal gewoger 
und der Versuchsverlauf in Form von Wachstumskurven aufgeschrieben 
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In Abb. 1 finden sich die durchschnittlichen Wachstumskurven dieses 
Versuchs. 

Wir besprechen zunachst den Versuchsverlauf der ersten 63 Tage, 
in welchem die Tiere die oben geschilderte Versuchskost erhielten 
Man sieht, da die mannlichen Tiere durchweg besser als die weib- 
lichen gewachsen sind, daB aber auch diese ihr Gewicht in 20 Tagen 
etwa verdoppelt haben. Bei den Mannchen war die Verdoppelung 
bereits nach 15 Tagen und nach etwa 35 Tagen eine Verdreifachung 
erfolet. Ein solches Wachstum ist durchaus befriedigend, wenn es 
auch, wie aus einem Kontrollversuch hervorgeht, keineswegs als opti 
mal bezeichnet werden kann. 

Vor allem ist aber an den Kurven bemerkenswert, dali das an 
fangliche stetige Wachstum allmahlich nachlabt und vom 40. Tage an 
nur noch recht z6gernd und schleppend wird. Dies deutet darauf hin, 
daB doch die verabreichte Versuchskost nicht als vollwertig angesprochen 
werden kann. Nach der Analyse erschien es wahrscheinlich, daB vor 
allem ein Mineralstoffmangel und insbesondere Kalkmangel vorliegen 
kénne. Es wurde infolgedessen vom 63. Tage an die Kostzusammen- 


0 


setzung derart geandert, daB statt 1°, Kochsalz 2°, des Salzgemisches 


oO 


nach We Collum Nr. 185 gegeben wurden, dieses Salzgemisch besteht aus 


Natriumehlorid O,173 | 
Magnesiumsulfat ... 0,266 g 
Mononatriumphosphat .347 2 
Dikaliumphosphat 954 g 
Monocalciumphosphat 0.540 g 
Calciumlactat 1,300 
O13 g! 


Durch dieses zusatzlich zu dem an und fiir sich schon hohen Asche 
gehalt der getrockneten Hodensubstanz gegebene vollwertige Sa!z- 
gemisch konnte die Mineralstoffversorgung als voll befriedigend an- 
gesehen werden. In der Tat zeigt der weitere Verlauf des Versuchs 
(Abb. 1) einen erneuten und deutlichen Gewichtsanstieg. Um nun 
festzustellen, ob dennoch merkliche und entscheidende Defekte in der 
Kost vorlagen, wurde am $2. Versuchstag zu einem Paarungsversuch 


geschritten. Hierbei wurde je ein Mannchen mit einem Weibchen 


zusammen in einen Kafig gesetzt und unter Beibehaltung der Fiitterung 
iiber 15 Tage zusammengelassen. Das Paarungsergebnis ist in der 
Tabelle I wiedergegeben worden 

Aus der Tabelle ist ersichtlich, dag nur eine Ratte nicht trachtig 
geworden ist, wahrend alle anderen starke Wiirfe gehabt haben, die sie 


1 Wir erganzen dieses Salzgemisch durch Zugabe von Kaliumjodid 
und Mangansulfat in Spuren. 
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A. Scheunert u. G. Krockert: 


Tabelle I. 


Beginn der Paarung am 20. April 1938. 





Gewicht der Jungen im Alter vor 
Wethiahad one mit Fereerataas Anzahl 4 Wochen beim Absetzen 
Nr Mannehen se der : : : - 
Nr. Nr. ‘ Jungen Gesamtgewicht Einzelgewicht 


g£ 


24 559 24 561 13. V. 1938 11 

24 560 24556 nicht tragend geworden 
24 562 24 555 17. V. 1938 9 

24 564 24 554 13. V. 1938 10 

24 566 24 553 15. V. 1938 7 

24 568 24 565 13. V.1938 9 lebend, 

1 tot 
24 569 24 572 15. V. 1938 10 


auch vollstandig aufzogen. Dies kann als Beweis dafiir gelten, da das 
Futtergemisch in der Tat an EiweiBqualitat, Mineralstoffgehalt und 
Vitaminen vollwertig gewesen ist, da andernfalls Fortpflanzungs 
schwierigkeiten hatten eintreten miissen. 


2. Versuch. 

Wenn die obigen NSchliisse richtig waren, so miibte die Wachstums 
stockung am Ende der ersten Fiitterungsperiode, wie schon aus dem 
weiteren Verlauf des Versuchs nach Zusatz des Me Collum-Salzgemisches 
geschlossen wurde, auf Mineralsalzmangel be 
ruht haben. Zur Erhartung dieses Schlusses 
wurde ein zweiter Versuch mit je drei 
Ratten, Mannchen und Weibchen, durch 
gefiihrt, bei welchen nunmehr von vorn 
herein das Futtergemisch des zweiten Ver 
suchsabschnittes, bestehend aus 20°, 
Trockenhoden, 2°, Salzgemisch Me Collun 
185, 4°, Palmin und 74°, Starke verab 
reicht wurde. Ein solcher Versuch wurde 
ebenfalls an Ratten im Durchschnittsgewicht 
von 40 g, die sich in Einzelkafigen befanden 
é' iiber 85 Tage durchgefiihrt. Wir geben zu: 

Abb. 2. Illustration dieser Verhaltnisse in der Abb. 2 

die einzelnen Kurven der Tiere und dis 

Durehschnittskurven (ausgezogen) gemeinsam wieder. Man sieht, dal 

in der Tat nunmehr das Wachstum von Anfang an recht gleichmabig 

verlaufen ist und findet dadurch den SchluB, daB ohne Zugabe des 

Mc Collum-Salzgemisches Mineralsalzmangel vorgelegen 
statigt. 











haben. be 
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3. Versuch. 

Die EiweiBmenge war in den ersten beiden Versuchen absichtlich 

— niedrig gehalten worden. Nach der mitgeteilten Analyse haben die 
Tiere eine Nahrung von 12°, Rein- bzw. 14°, Rohprotein erhalten. 
it Diese EiweiBmenge ist nicht sehr betrachtlich, sichert aber, nach all 
vemeiner Erfahrung, wenn sie vollwertig ist, befriedigendes Wachstum 

und, wie weiter der Paarungsversuch zeigt, sogar auch betriedigende 
Fortpflanzung. Schon hieraus geht die Vollwertigkeit an allen bendtigten 
{minosauren hervor. Vor Beginn der Versuche war es aber noch nicht 





méglich diesen SchluB zu ziehen, und 














man konnte sehr wohl annehmen. “0 ! | 

daB bei einer erhéhten Zugabe von | | 

Hodeneiweif noch bessere Erfolge a 
i hatten erzielt werden kénnen, des- | 
ae halb wurde ein weiterer Versuch mit — #7 : 2? re 

je drei mannlichen und drei weib- | ‘a l 
gs ce = : | 

lichen Tieren angesetzt, bei welchem  “#% t +} 

das Futtergemisch 40°, Trocken- ! 

hoden enthielt, im iibrigen aber die 4 rt 

vleiche Zusammensetzung wie im er- ; Prin I 
ns sten Versuch besafBS. Es waren also 7 20. WO 60 w 700 
em 1% Kochsalz, 4°, Palmin und lage 
1es 55°, Maisstarkepuder im Nahrungs- nessa 
he vemisch enthalten. Wir geben den Verlauf dieses Versuchs in den 
Ses Durchschnittskurven fiir Mannchen und Weibchen getrennt wieder 
rei (Abb. 3). Man sieht, daB in der ersten Versuchsperiode, die 30 Tage 
h wahrte, keineswegs ein besseres Wachstum als im ersten Versuch erzielt 
n wurde, Es haben sogar die Mannchen durchschnittlich etwas schlechtere 
. Gewichtszunahmen gezeigt, wahrend das Wachstum der Weibchen 

nahezu dem im ersten Versuch festgestellten entsprach. Weiter stellte 

“mi sich heraus, daB das Wachstum allmahlich schleppender wurde. Da 
b wir zu dieser Zeit aus dem ersten Versuch bereits wubten, da Mineral 
de stoffmangel vermutlich die entscheidende Ursache dieses Verhaltens 
ht sein mute, wurde nunmehr vom 30. Versuchstag ab eine Mineralstoff 
n erganzung vorgenommen, wobei aber nunmehr nicht das _ vielseitig 
rT zusammengesetzte Salzgemisch Nr. 185, sondern einzig und allein milch 
? saurer Kalk in Mengen von 2°, verwendet wurde. Dies erfolgte auf 
ic Grund der durch die wiedergegebene Analyse gestiitzten Uberlegung., 
13 daB die Trockenhodenmasse vor allem einen Mangel an Kalksalzen 
io aufweist. In der Tat zeigt der weitere Versuchsverlauf ein sofortiges 
‘ und erhebliches Ansteigen des Wachstums der Tiere. Am &6. Tage 
p wurde wiederum ein Paarungsversuch angeschlossen. der in der Ta- 


belle LL zusammengestellt worden ist. 
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Tabelle Il. 





Gewicht der Jungen im Alter 


Gede i ah! -hen bei S , 

Waibshen redeckt init Glenwood Anzahl 4 Wochen beim Absetzen 
Nr Manochen ar der - 
— Nr. = Jungen Gesamtgewicht Einzelgewicht 


g 

24 064 25063 13. VI.1938 1* 

25 065 25 062 13. VI. 1938 4 
. VI.19% 


25 066 25 O67 13 


56,7 
( 


3 
de 8 333 41,6 


* Da uur ein Tier geboren worden war, bestand die Unklarheit bo nicht Portpflanz 


<chwierigkeiten vorgelegen hatten. Das Tier wurde deshalb nochmals gepaart und warf bereits 
>. Juli nunmehr einen groBen Wurf von 9 Stick. Das am 13. Juni geborene Junge wog an dies 
Page bereits 33g. Der zahlenmivig geringe erste Wurt ist somit nicht auf die Ernahrung, sor 
auf andere Ursachen, vermutlich die Jugend des Tieres, zurtickzufiiliren geweser 


Der Paarungsversuch zeigt auch hier wieder deutlich die Vo! 
wertigkeit des verabreichten Futtergemisches, wobei allerdings gegen 
itber dem ersten Paarungsversuch die etwas niedrigere Wurfzahl be 
zwei Tieren auffalit. Da die Paarung am 86. Versuchstage erfolet: 
waren die Tiere | Woche jiinger als die des ersten Paarungsversuchs 
Da bei der sofort folgenden zweiten Paarung des ersten Tieres auch ein 
h6herer Wurf erzielt wurde, kann man wohl annehmen,. da fiir die 
veringe Starke mehr das jugendliche Alter der Ratten als Fiitterungs 
einfliisse verantwortlich gemacht werden miissen. Auch die nach knapp 
4 Wochen Saugezeit beim Absetzen erzielten guten Durchschnitts 
gewichte, insbesondere bei dem kleinen Wurf der Ratte Nr. 25065 
zeigen, dab die Miitter voll leistungsfahig waren und auch ihre Wiirf 
sehr gut ernahren konnten. 

Wir kommen somit auf Grund dieses dritten Versuchs zu dem 
SchluB, da die EiweiBqualitat des Trockenhodens eine durchaus 
befriedigende sein muB und daBb der wesentliche Mangel dieses ge 
trockneten Driisenmaterials in Kalksalzen besteht. 


4. Versuche mit normaler gemisehter Kost. 

Die vorstehenden Versuche haben gezeigt, daB das EiweiBgemisc! 
vollwertig ist und da eine Erganzung durch Kalksalze zu erfolgen hat 
Ferner kann als erwiesen angesehen werden, da eine ausreichend: 
Versorgung auch mit Vitaminen vorlag. Damit ist aber noch nicht 
gesagt, daB nicht doch noch Verbesserungen, die zu einem besseren 
Wachstum der Ratten fiihren, vorgenommen werden k6énnten. Ins 
besondere wiirde dies dann méglich sein, wenn es gelingen wiirde, di: 
Tiere noch zu einer vermehrten Aufnahme des Futters zu veranlassen 
DaB es in der Tat noch besser geeignete Futtergemische gibt, wurde 
nun durch einen Kontrollversuch erhartet, bei welchem je fiinf mann 
liche und fiinf weibliche Tiere mit der gemischten, in unserem Institut 
taglich frisch zubereiteten Zuchtkost ernahrt wurden. Diese hat ein 
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numer wechselnde Zusammensetzung, wobei alle Nahrungsmittel. die 
im Handel kauflich sind, Verwendung finden und auch fleischlose Tage 


und Getreidetage eingeschoben werden 
In der Abb. 4 geben wir die Durchschnittskurven der mannlichen 
und weiblichen Tiere wieder. Der Versuch selbst wurde gleichzeitig mit 
dem ersten Versuch begonnen, wie dieser bis zum 92. Tage durchgeftihrt 
und dann der Paarungsversuch an 
veschlossen. 
Die Durchschnittskurven  zei 
ven, dab diese normal ernahrten 
Tiere tatsachlich besser gewachsen 
sind als die Tiere, welche Hoden- 
trocken substanz erhielten. Wah- 
rend die Tiere des Versuchs 2. 
welcher am besten vergleichbar ist, 
am 85. Versuchstage ein Durch- 
schnittsgewicht von 241.6 ¢ fiir 
und 165g fiir Q aufwiesen, hatten 
die Tiere des Kontrollversuchs  be- 
reits am 83. Tage ein Durchschnitts- 
gewicht von 2782 (co) und 198 g (92) 
erreicht. Man mus annehmen, dab 
die abwechslungsreiche Kost zu 
einem besseren Wachstum gefiihrt 
hat. Von Wichtigkeit ist aber der Paarungsversuch, weil nach diesem 
beurteilt werden kann, ob tatsachlich entscheidende Unterschiede in 
der Qualitat beider Kostarten bestanden haben. In der Tabelle LIT 
sind wiederum die Paarungsversuche zusammengestellt 
Das Fortpflanzungsergebnis stimmt mit dem des ersten Versuchs 
weitgehend iiberein. Es sind durchweg starke Wiirfe erzielt worden. 


Tabelle III. 


Beginn der Paarung am 20. April 1939 





Gewicht der Jungen im Alter von 
Weibchen se mit Gawarnn Anzahl 4 Wochen beim Absetzen 
Nr Mannehen ee der : — - 
ee? Nr : Junge) Gesamtgewicht Einzelge wicht 


g g 


24 582 15. V.1939 8, davon 
2 gefressen 

24 580 .V. 1939 10 lebend 
und 1 tot 

24 579 3. V. 1939 8 

24 576 3. V. 1939 i) 

94573 3.V.1939 9 lebend 
und | tot 
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wobei allerdings auch einige Totgeburten und einmal Auffressen einig: 
Jungen vorkam. Im iibrigen wurden die Tiere aber gut aufgezoge 
und erreichten nur um ein weniges héhere Durchschnittsgewichte, w ic 
sie auch beim Versuch 1 erhalten wurden. Man erkennt aus dieser 
Kontrollversuch, dal zweifellos diese gemischte Kost das Wachstum 
der Tiere besser zu fOrdern vermocht hat als die Versuchsnahrung mit 
Trockenhoden, daB aber in qualitativer Hinsicht entscheidende Unte: 
schiede nicht bestanden haben, da bei beiden Nahrungen die Paarungs 
versuche gleichsinnig verliefen. 


Zusammenfassung. 
Im Rattenwachstums- und -paarungsversuch wurde der biologisch« 


vetrockneten Hoden frisch 


= 


Nahrwert von bei niederen Temperaturen 


geschlachteter Bullen bestimmt. Es ergab sich, da das EiweiB vol! 
wertig ist, da aber ein Mangel an Mineralstoffen, insbesondere ai 
Calcium besteht. Der Vitamingehalt war ausreichend, um die Ratten 
mit den fiir Wachstum und Fortpflanzung notwendigen Vitaminen zu 


versorgen. 


Die Arbeiten wurden mit Unterstiitzung der Deutschen Forsechungs 
gemeinschaft ausgefiihrt. 





Bemerkungen zur Phosphorylierung von Glykogen 

im Muskel und in Organen (Leber. Niere). 

Von 
J. Bodnar und Béla Tanko. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat 
Debrecen, Ungarn. ) 
(Eingegangen am 5. November 1959.) 

Es ist schon seit langer Zeit bekannt, dal} Milchsdure im Muskel 
aus Glykogen glatt gebildet wird, aus Glucose dagegen nur trage. 
reichlich aber durch Zufiigen eines von Meyerhof aus Hefe hergestellten 
Aktivators (Hexokinase). Zuerst berichteten die Arbeiten der Embden 
schen, dann der Meyerhofschen, Eulerschen, Parnasschen Schulen und 
gleichzeitig auch die zahlreicher anderer Forscher dariiber, da} bei der 
Milchsdurebildung aus Glykogen im Muskel das Phosphat ebenfalls in 
organische Form iibergefiihrt wird und die gebildeten Hexose- und 
Triosephosphate eine ahnliche Rolle spielen, wie bei der alkoholischen 
Hefegarung. 

Meyerho} (1) wies als erster nach, daly der mit Wasser ausgewaschene 
Muskel keine Milchsaure bildet, aber nach Hinzufiigen von Muskel- 
kochsaft die Milchsaurebildung wieder eintritt: auch die Milchsaure- 
bildung aus Glykogen im Muskel ben6tigt also ahnlich der Hefe 
girung — eine Cozymase. Was die nahere Rolle der Cozymase bei det 
Hefegirung betrifft. hatten schon Harden und Young (2) nachgewiesen. 
daB zur Phosphorylierung des Zuckers durch Hefe die Cozymase un- 
bedingt notwendig ist. In unserer vor 10 Jahren ver6ffentlichten Mit 
teilung (3) haben wir als erste dariiher berichtet. daB die Phosphorylierung 
des Glykogens im Muskel ebenfalls Cozymase erfordert. Wir konnten 
nimlich nachweisen, das in dem mit Wasser bei Zimmertemperatur 
gewaschenen Muskelpulver (aus Taubenbrustmuskulatur) die Phosphory 
lierung des Glvkogens in hohem Mabe herabgesetzt und nach Zufiigung 
von Cozymase enthaltendem Muskel- oder Hefekochsaft [gepriift mit 
der Mikrogarmethode von Euler und Myrbdck (4)| bedeutend reaktiviert 
wurde, 2 Jahre spiter fand der eine von uns (5), daf ein nur schwach 


phosphorylierender Hiiftmuskelbrei aus Menschenleiche nach Zusatz 
von Muskelkochsaft aus Taubenbrustmuskulatur sehr stark (beinahe 


um 700%, starker) phosphorylierte. 
Mit der Cozymasefrage bei der Glykogenphosphorylierung in 
tierischen Zellen haben sich nach uns wie dies aus dem Folgenden 


ersichtlich zahlreiche Forscher beschaftigt. Wir miissen aber hervor- 
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heben, dap unsere erste literarische Angabe iiber die Teilnahme der ( 
cymase bei der Glykogenphosphor ylierung im Muskel von keinem Forse} 
heachtet wurde. 

Unmittelbar nach uns beschaftigte sich Nilsson (6) mit der Rolle a 
Cozymase bei der Glykogenphosphorylierung und fand, daB im co-ferme: 
freien Trockenmuskel (durch Aufbewahren bei Zimmertemperatur inaktivie) 
nach Glykogenzugabe in Gegenwart von Natriumfluorid eine Phosphor, 
lierung verlauft (sie war sehr geringfiigig), die durch Zugabe von Cozvm: 
nicht erhéht wird. 

Nicht nur eine Bestaétigung, sondern auch eine hochbedeutend 
Weiterentwicklung unserer Ergebnisse bedeuten Lohmanns Versuch: 
Lohmann (7) stellte namlich unter anderem fest, daB in dialysierte: 
Muskelextrakt das Glykogen mit Phosphat nicht verestert wird. bei 
Gegenwart eines aus Adenylpyrophosphat und Magnesiumsalz z: 
sammengesetzten Co-Fermentsystems jedoch eine Phosphorylierun: 


des zugesetzten Glykogens stattfindet. 


Die Versuche von Euler und Vestin (8) zeigen eine Aktivierung de 
Glykogenphosphoryliertung im Muskelextrakt durch Cozymasepriparat: 
(aus Hefe) und spater wies Vestin (9) nach, daB die Phosphorylierung in 
dialysierten Muskelextrakt durch Cozymasepraparate und durch Adeny!| 
siure gesteigert werden kann, die durch Adenylséure bewirkte Veresterun 
ist aber bedeutend geringer. 


Die Parnassche Schule hat sich mit dieser Frage sehr eingehend bx 
schaftigt (10). Parnas und Baranowski (11) fanden, da®B in einem aut: 
lysierten und dialysierten Muskelextrakt die Spaltung des Glykogens 7 
Hexosemonophosphat (Cori-Ester — Embden-Ester) unter Bindung de- 
Phosphats ohne Mitwirkung von Adenylpyrophosphat stattfindet. Si 
nahmen an, dab die Umwandlung des Glykogens in Embden-Ester nicht 
durch eine Hydrolyse eingeleitet wird, sondern durch Einlagerung «: 
Phosphats ins Glykogen, und unter direkter Bildung des Esters verlautt 
sie bezeichneten diesen Vorgang als Phosphorolyse des Glykogens. Parnas, 
Ostern und Mann (12) wiesen auch nach, daB eine Phosphorylierung de- 
Glykogens im  Jodacetat-Froschmuskelbrei ohne Adenylpyrophosphat 
(letzteres wurde durch Dephosphorylierung und Desaminierung zum Ve: 
schwinden gebracht) bzw. unabhangig von der Adenylpy1ophosphat 
spaltung erfolgen kann. Diese Beobachtungen wurden von Ostern, Guthh: 
und Tersakowec (13) bestatigt, sie fanden namlich, da} sich die Reaktion 
zwischen Glykogen und Phosphat auch in autolysierten und dialysierte 
Muskelextrakten vollzieht. die Glykogenphosphorylierung ist also von 
Co-Ferment unabhangig. Diese Vertasser haben autolysierte und dialysiert 
Extrakte auch zur praparativen enzymatischen Synthese des Embde) 
Esters aus Glykogen und Phosphat benutzt. Aus dem Gesagten geht 
hervor, daB die Parnassche Schule die Glykogenphosphorylierung als 
einen ohne Mitwirkung eines Co-Ferments (Adenylpyrophosphat, Adeny 
sdiure) ablaufenden Vorgang betrachtete. 


Bald darauf erschienen aber Mitteilungen darunter auch aus de: 
Parnasschen Schule selbst — iiber Versuche, die das Gegenteil, also di: 
Unentbehrlichkeit des Co-Ferments bei der Glykogenphosphorylierung in 
Muskel beweisen wollten. C. Corti und G. Cori (14) wiesen nach, daB di: 
Glykogenphosphorylierung in ausgewaschenem Muskel die Anwesenheit 
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von Muskeladenylsaure, nicht aber von Adenylpyrophosphat erfordert 

leichzeitig berichteten Parnas und Mochnacka (15) dariiber. ..daBo in 
Muskelextrakten, welche durch langdauernde Dialyse ihre Fahigkeit ver 
loren haben, Glykogen zu phosphorylisieren (dureh Autolyse allein verlieren 
sie diese Fahigkeit nie!), eine Reaktivierung erfolgt, wenn man Aden ylsdaure 
hinzufiigt oder aber Inosinsdure* 

1938 und 1939 sind weitere Mitteilungen tiber die Glykogenphosphory 
lierung erschienen. Kendal und Stickland (16) fanden, daB die Witkung det 
Inosinséure viel schwacher ist als die der Adenylsdure: ihre friihere Be 
hauptung., dafii nur Adenylpyrophosphat. nicht aber Adenylsiiure cic 
Phosphorolyse des Glykogens aktiviert, wurde von den Verfassern selbst 
aufgegeben. Zbigniew Augustin (17) stellte fest, da die Herzmuskel 
extrakte verschiedener Tiere thre glykogenphosphorylierende Fahigkeit 
durch Dialyse verlieren und durch Adenyl-aure wieder aktiviert werden 
Inosinséure aktiviert nur die Hydrolyse des Glykogens. Bauer. Euler und 
Lundsberg (18) betonen, daf derzeit iiber die Frage der Glykogenphosphory 
lierung kein klares Bild besteht, ihre Abhangigkeit von einem Co-Enzym 
jedoch als sicher betrachtet werden kann, wie wir dies schon vor 10 Jahren 
nachgewiesen haben. Uber die Natur des Co-Enzymsystems auerten sich 
die Verfasser dahin, da dasselbe nur unvollstandig bekannt ist .und det 
Adenylséure bei der Glykogenphosphorylierung eine zentrale Rolle zuzu 
schreiben ist’*. Kiessling (19) maechte die interessante Beobachtung, dali 
sich aus Muskelextrakt eine Fermentfraktion (Protein C) gewinnen laBt, 
die anorganisches Phosphat mit Glykogen ohne Teilnahme eines Co-Ferments 
verestert. Jiingstens priiften Huler und Bauer (20) die Funktion der Adeny!|- 
siure im gereinigten System und fanden, da die Phosphorylierungsreaktion 
sowohl an die Gegenwart von Adenylsiure als auch an die von Aktivator 
(Mg- und Mn-lon) gekniipft ist. 

Es sei hier noch erwahnt, dai nach Schaffner und Specht (21) zu 
Phosphorylierung des Glykogens bei der Hefe weder Cozymase noch 
Magnesium notwendig sind. 

Die hier nur kurz geschilderten Ergebnisse der Forschungen iiber 
das Co-Fermentproblem der Glykogenphosphorylierung zeigen deutlich 
daB die Lésung der Frage noch viele weitere Versuche fordert, wenn 
man dariiber ein klares Bild schaffen will. So entschlossen wir uns. 
unsere alten Versuche wieder aufzunehmen bzw. sie weiterzufiihren. 

Als wir vor 10 Jahren die Wirkung der Cozymase (in Form von 
Muskelkochsaft und Hefekochsaft) bei der Glykogenphosphorylierung 
im Muskelpulver untersuchten, war die Rolle der Adenylsiure (Adeny! 
siure wirkt als Phosphatakzeptor, Adenylpyrophosphat als Phosphat 
donator) bei den verschiedenen Phosphorylierungen des Zuckerabbaus 
noch unbekannt, so konnten wir sie nicht in den Kreis unserer Unter 
suchungen ziehen. Wir priiften deshalb zuerst in den hier angegebenen 
Versuchen, in welchem Make bei der im Svstem von gewaschenem 
Muskelpulver — Muskelkochsaft verlaufenden Glykogenphosphorylierung 
der Muskelkochsaft durch Adenylsaéure! ersetzt werden kann. 


' Fir die freundliche Uberlassung von Muskeladenylsaéure sei det 
Chemischen und Pharmazeutischen Fabrik Dr. Georg Henning, Berlin- 
Tempelhof, auch an dieser Stelle bestens gedankt. 
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Tabelle I. 


Die Ansatze enthielten je 0.5 cem 3,5°,iger NaF-Lésung, Nr. 1 und 
0,25 g¢ natives Muskelpulver, sonst aber gewaschenes Muskelpulver (ent 
sprechend 0,25 g nativem Muskelpulver) und die unten angegebenen Zusiit 


in 4,4 cem Gesamtvolumen. In Versuchen mit Kochsaft wurde entsprechenc 


S tt 


j 


dem Gehalt des Kochsaftes an eigenem anorganischen P weniger Phosphat 


zugesetzt, damit die 
vleich wird. 


Trichloressigséiure zugesetzt. 
Muskelpulver bezogen. 


Phosphatkonzentration 


in O 


Stunden 


annaéhernd 


Zur EnteiweiBung wurden LO ecem Wasser und 3,5 cem 20°, iver 


Die angegebenen 
Versuchstemperatur 20° C. 


P-Werte 
Nr. 1 bis 7 mit 


sind 


auf 0,259 
Muske! 


pulver A, Nr. 8 bis 13 mit Muskelpulver B. 





5%5 
Glykogen- 
lésung 


0,5 
0,5 
0,5 
0,5 


0,5 
0.5 
0.5 
0,5 
0.5 
0,5 


Phosphat- yyuskel- 


koch- 


ldsung 
» oO ; 
saft 


Pu 


(,6 


ecm ecm 


0,4 
0.4 
0,32 
0,4 
0,4 
0,32 
0,4 
0,4 
0.4 
0,36 
0,4 
0,4 
0,4 


Adenyl- ._ 0/10 


siure 


ng ecm 


0,2 
2 


Mg SO,- 
losung 


P mg 


0 Std. 


2,40 
4,00 
2,60 
3,50 
4,05 
3,86 
3,94 
2,90 
3,96 
Oe 

3,56 
4,02 
3,68 


-) 


i oe 


6 Std. 


2 80 
0,66 
2,12 
1,16 
0,61 
0,86 
0,72 
2,42 
0,59 
1,85 
0,99 
0,53 
0,87 


Phospho- 
rylierung 


0 


54 
14 
45 
Yd 
13 
18 
15 
45 
13 
37 
22 
12 


19 


Reak 
tivie 
rung 


6 


69 
99 


15 


Wie aus den Daten der Tabelle I ersichtlich, verliert das Muske! 


pulver nach Auswaschen etwa 70°, seiner Fahigkeit Glykogen zu 


phosphorylieren, die Restphosphorylierung kann man héchstwahr 
nicht leicht 


klaren. Durch Muskelkochsaft, sowie durch Adenylséure wird das aus 


scheinlich mit den auswaschbaren Co-Fermentresten et 
wewaschene Muskelpul ver teilweise reaktiviert, aber in stark verschiedenen 
Grade. Zieht man naimlich von den Mengen des esterifizierten P dik 
durch die entsprechende Restphosphorylierung esterifizierten Mengen 
iiberall ab, so ergibt sich, daB z. B. durch Muskelkochsaft (Nr. 3) 1,46 
durch Adenylsiure (Nr. 4) dagegen nur 0,50 mg Ester-P im Vergleich 
zur Restphosphorylierung mehr gebildet worden sind. 1,46 bzw. 0,50 mg 
machen 68 bzw. 23°, des Wertes 2,14 mg aus, den man aus den bei 
nativem Muskelpulver beobachteten Ester-P minus Restphosphory 
lierung erhalt. Muskelkochsaft 
als Adenylsiure. Die Wirkung der Adenylsdiure wird in unseren Ver 
suchen durch Zusatz von Magnesiumsulfat in der angegebenen Kon 


wirkt demnach etwa dreimal starker 


zentration nicht giinstig beeinfluBt. Die Restphosphorylierung de- 


ausgewaschenen Muskelpulvers zeigt mit Kochsaft oder Adenylsaur: 





(ent 


‘hend 
sphat 
lernd 
Y ioe 


92> 
20) 


iske| 
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allein — also ohne Glykogenzusatz — nur eine unbedeutende Anderung. 


was héchstwahrscheinlich auf die im ausgewaschenen Muskelpulver 
zuriickgebliebenen Glykogenspuren zuriickgefiihrt werden kann. 

Aus unseren Untersuchungen geht hervor, daB die Adenylsaure 
mit dem in Muskelkochsaft vorhandenen Co-Ferment- bzw. Co-Ferment- 
komplex der Glykogenphosphorylierung nicht gleichwertig ist. Falls 
wir annehmen, daB die Adenylsiure auch im Muskelkochsaft als Grund- 
substanz des Co-Ferments der Glykogenphosphorylierung wirkt, so 
muB der Muskelkochsaft noch einen (oder mehrere) die Co-Ferment- 
wirkung der Adenylsaure steigernden Faktor enthalten, der aber nicht 
das Magnesium allein sein kann. 


Auf Grund der Unentbehrlichkeit des Phosphats bei der Milch- 
siurebildung aus Glykogen im Muskel tauchte bald die Frage auf, ob 
bei Glykogenabbau von Organen dem Phosphat eine ahnliche Rolle 
wie in Muskel und Hefe zugeschrieben werden kann (22). Wir méchten 
hier dartiber nur beziiglich der Niere und Leber einige kurze Bemer- 
kungen machen. 

Jost (23) konnte nachweisen, da sich im Nierenbrei aus Phosphor- 
saureester Milchsaéure bildet. Deuticke und Zens (24) fanden, dali im Leber 
bret die Phosphoglycerinsaiure als ein gut wirksamer Milehsaéurebildner in 
Betracht kommt. Aus diesen Beobachtungen ziehen die Verfasser den 
SchluB, daB der Kohlenhydratabbau in Niere und Leber iiber dieselben 
Zwischenstufen wie im Muskel unter Esterifizierung des Phosphats 
erfolgt. 

Der eine von uns. gemeinsam mit Karell (25), sowie auch der 
andere (5) von uns hatten schon viel frither in Leber- und Nieren- 
priparaten die Esterifizierung zwischen Phosphat und Glykogen durch 
die Fahigkeit der Objekte. anorganisches Phosphat zum Verschwinden 
za bringen, nachgewiesen. Die Ergebnisse dieser Phosphorylierungs- 
versuche, die als die ersten positiven Daten tiber die Phosphorylierungs- 
fihigkeit der Leber und Niere in vitro zu betrachten sind — in den Arbeiten 
der obengenannten Forscher (26) aber keine Erwahnung finden 
seien hier in Tabelle IT nur kurz zusammengefabt: betreffs der Einzel- 
heiten verweisen wir auf unsere Originalmitteilungen. 


Tabelle I]. Esterifizierung von Phosphat durch Nieren- und 
Leberpraparate. 





Esteri- Esteri- 
. fiziertes F fiziertes 
Objekt Te Objekt P.0. 


mg)» mg?) , 


Leberbrei (Taube) 35 Leberbrei (Schwein) 
oo (B-avitamin. Taube) 86 Dasselbe +- Muskelkochsaft . . 
(Schwein) ........ 96 Niere + Muskelkochsaf 
Leberpulver _ ,, (SGRWEHEY So oS i hee sad 
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Von Deuticke und Zens (24) werden Riessers (27) trithere Phosphx 
lierungsversuche mit frischem Leberbrei (Frosch, Meerschweinchen) 
wahnt, dieser Forscher konnte aber nur in einzelnen Fallen (in Gegenwart 
von Natriumfluorid) eine Phosphatabnahme heobachten und auch dies 
lag ihrer GréBe nach wie dies Arause (28) schon frither festgestellt hat 
an der Grenze des Bestimmungsfehlers. 


Methodik. 


Die Darstellung des Muskelpulvers (aus ‘Taubenbrustmuskulatu: 
und des Muskelkochsaftes (aus Muskelpulver), sowie das Auswasche) 
des Muskelpulvers geschah auf die in unserer diesbeztiglichen erste: 
Mitteilung (3) geschilderte Weise. Eine gréBere Menge von Muske! 
pulver wurde auf einmal in der Zentrifuge gewaschen, das Zentrifugat 
in Wasser suspendiert und die Suspension zwischen den in Pulver 


vlasern eingestellten Proben mittels einer Pipette (2 cem Suspension 


entsprachen 0,25 g nativem Muskelpulver) verteilt. Die EnteiweiBuny 
erfolgte mit Trichloressigsiure, das anorganische P wurde im Filtrat 
nach dem von Martland und Robison (29) modifizierten Briggssche 
Verfahren kolorimetrisch bestimmt. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde vor 10 Jahren von uns zum erstenmal testgestellt 
dab sich die Phosphorylierung von Glykogen im Muskel unter Teil 
nahme der Cozymase (cozymasehaltiger Muskel- oder Hefekochsaft 
vollzieht. 

2. Bei der Reaktivierung der Glykogenphosphorylierung im ge 
waschenen Muskelpulver wirkt Muskelkochsaft etwa dreimal starke: 
als Adenylsaure. Mg-Ion hat dabei keinen giinstigen Einflub. 

3. Es wurde von uns zum erstenmal die in vitro vor sich gehend: 
Phosphorylierung von Glykogen in Niere und Leber nachgewiesen 
woraus’ man auf die Teilnahme des Phosphats im Kohlenhydratabbai 
dieser Organe folgern konnte. 
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Uber den normalen Bromgehalt des 
menschlichen Blutes’. 
Von 
Janos Straub. 
(Aus dem Medizimisch-chemischen Institut der Universitat 
Debrecen, Ungarn.) 


(Eingegangen am 3. November 1939. ) 


Unter den Halogenen wird die physiologische Bedeutung des Fluors 
Chlors und Jods von niemandem in Zweifel gezogen, dagegen findet mun 
im Schrifttum beziiglich der Rolle des als Spurenelement im Organisms 
vorkommenden Broms widersprechende Meinungen. In letzter Zeit lx 
schaftigte sich besonders Leipert (1) eingehend mit dem Bromgehalt des 
Blutes und sagt dariiber, da die normalen Blutbromwerte, welch: 
zwischen 0,1 bis 2mg°®, liegen, eine auBerordentlich groBe Schwan 


kungsbreite (2000 °,) zeigen, wie man sie bei keinem anderen Element 
von biologischer Wertigkeit findet. Das Brom hat also nach Leipert als 
Spurenelement keine physiologische Bedeutung, sein Vorkommen in 


Organismus ist zufallig, alimentar bedingt, ein .. Bromspiegel** existiert 
nicht und er nennt das Brom ..einen blinden Passagier, der im Gefoly: 
des Chlors in den Organismus gekommen ist und sich nun hier de: 
Bahnen und Schicksalen des Chlors anpassen muB**2. 

Was die von Leipert im Schrifttum angegebene Schwankung (0,1 bis 
2 mg°,) des menschlichen normalen Blutbromgehalts betrifft, so mut 
man beriicksichtigen, dab viele Blutbromwerte des Schrifttums aus 
analytisch-chemischen Griinden nicht ohne weiteres annehmbar sind 
Die durch Leipert und Watzlawek (2) zwecks Bestimmung kleinster Brom 
mengeh in biologischen Fliissigkeiten ausgearbeitete Methode bedeutet 
einen Wendepunkt in der quantitativ-biochemischen Analyse kleine: 
Brommengen. 

Mit dieser Methode kann nach unseren Untersuchungen das Brom 
Blute, Harn usw. leicht, mit groBer Gerauigkeit und schnell bestimni 


werden; eine Bestimmung nimmt nicht mehr als 1,5 bis 2 Stunden in Ar 


spruch. Das Wesen der Methode beruht darauf, da das Blut mit Chron 
schwefelsaure zerstért, das frei werdende Brom in alkalischer Lésung dure! 


' Diese Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Fiirstlich Pu 
Esterhiazyschen Stiftung durchgefiihrt. * Die schénen Untersuchungs 
von Paovo Soumalainen (Ann. Acad. Scient. Fennicae Seri A. Tom. XL\ 
No. 2) tiber den Winterschlaf des Igels mit besonderer Beriicksichtigun: 
des Bromstoffwechsels zeigen, dai dem Brom doch eine wichtige phys' 


logische Rolle zuzuschreiben sein mul. 
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unterchlorige Saure zu Bromat oxydiert und dasselbe jodometrisch bestimmt 


wird. Uber die Einzelheiten und Durehfiihrung der Methode verweise ich 
iuf die Originalmitteilung der Vertasser. 

Die ersten Brombestimmungen im menschlichen Blute mit Hilfe 
der Methode von Leipert und Watzlawek wurden von den genannten 
Autoren | Leipert (3), Leipert und Watzlawek (4)| und gleichzeitig von mir 
gemeinsam mit WV. Nagy (5) durchgefiihrt. Untersucht wurde teils das 
Blut gesunder Menschen, teils das Blut Geisteskranker. [Im normalen 
menschlichen Blut schwankt in 34 aus Wien stammenden Fallen nach 


ye 


Leipert der Bromgehalt zwischen 0,160 und 0,400 mg®,, also um 250°, 


dagegen fanden wir (5) bei 6 Personen aus Debrecen viel héhere Brom 
Ors werte, und zwar zwischen 0.790 und 1,452 mg®,, (Schwankungsbreite 
mien 184°,). Nachdem die von mir untersuchten 6 Normalfalle fiir einen 
sms Vergleich mit anderen Blutbromwerten zu wenig waren, entschloB ich 
mich zur Erganzung derselben weitere Blut brombestimmungen in Ungarn 
wuch auBerhalb Debrecen durchzufiihren. Gleichzeitig habe ich auch 
ineinigen durch Herrn Lei pert mir giitig zur Verfiigung gestellten Wiene! 
Blutproben das Brom bestimmt. Die untersuchten Blutproben aus 
Ungarn stammten von verschiedenen Orten, und zwar aus Debrecen 
Budapest, Gyula und Sdtoraljaujhely. Die Personen, von denen Blut 


Tabelle |. Brombestimmungen itm Blute. 





Ungarn 


Debrecen Budapest Gyula Satoraljaujhely 


Bromgehalt, mg? 


0,286* 0,805 1.269 0,373 0,287 0.261 
0,337 ~ 0,820 1,306 0.390 0.375 0.264 
0,413 0.888 KK 0,425 0.440 0,303 
0,416 0.940 0,790 0,494 0,476 0,352 
0,980 0,920 0,533 0,492 0.367 

1,121 0,950 0.581 0,505 0.370 

Daten von 1.180 0,980 0.749 0.516 0.421 
Leipert **; 1,200 1.323 0,800 0.520 0,490 
0,181 ~- 0,405 1,206 1,452 0,581 0.610 
0,650 0.618 

O.694 0.708 


Mittelwerte, mg®,. 
0,300 + 066 0,543 0,503 0,433 
Schwankungen, mg®,. 
0,181 0.416 + 0.805 1,452 | 0,373 — 0.800 | 0,287 — 0,694 0,261 
Schwankungsbreiten. 
230 % 180°, 214% 242 % 271% 
* Von mir untersuchte vier Blut proben ** Kleinster und gréBter Blutbromwert in den von 


Leipert (3) mitgeteilten zehn Fillen *** Die folgenden sechs Blutbromwerte stammen aus det 
Mitteilung von Nagy und Straub (5) + Berechnet bzw. entnommen aus * und ** 
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proben entnommen wurden, waren durchwegs gesunde Erwachsene, (i 
soweit dies tiberhaupt feststellbar war — nie irgendein Bromprapa 
zu sich genommen haben. Die Ergebnisse dieser Blut brombestimmuner; 

sind in der Tabelle I zusammengefabt. 

Die Daten der Tabelle Lergeben beziiglich des Bromgehalts der ve 
schiedenen Blutproben folgende Resultate : 

Die Brommittelwerte der Wiener und der ungarischen Blutprobe: 
von Budapest, Gyula und Sdtoraljaujhely schwanken zwischen 0,800 und 
0.543 mg°,,, sie liegen also nicht weit voneinander, dagegen zeichnete 
sich die Blutproben aus Debrecen durch einen besonders hohen (in 
Mittelwert 1.066 mg°®,,) Bromgehalt aus; das Menschenblut in Debrece: 
enthalt also etwa viermal soviel Brom als in Wien. Die Ortliche: 
Schwankungen der Blutbromwerte sind aus der Tabelle I klar ersicht 
lich, die in Prozenten ausgedriickten verschiedenen Ortlichen Schwan 
kungsbreiten fallen zwischen 180 und 271 ©, sie zeigen also weder untet 
einander, noch gegentiber der Leipertschen Schwankungsbreite (250 
merkliche Unterschiede. 

Der auffallend grofe absolute Bromgehalt der Debrecener Blut 
proben kann weder durch ein Brommedikament, noch durch kochsalz 
reiche Kost (Leipert) erklart werden. So bleibt nichts anderes iibrig, als 
die Ursache dieser groBen Blutbromwerte in der Umwelt zu suchen 
Die Bevélkerung von Debrecen scheint in einer an Brom viel reichere! 
Umgebung zu leben, mit Wasser, Nahrungsmitteln usw. standig mehr 
Brom aufzunehmen als die Bevélkerung von Wien oder die der andere: 
hier untersuchten Orte von Ungarn. Zur naheren Priifung dieser Fest 
stellung habe ich vorlaufig an einer Anzahl aus den obigen Orten 


stammenden menschlichen Harnen und an einigen Nahrungsmitteln 
ol 


Tabelle Il. Brombestimmungen im Harn. 





; Ungarn 
Wien - : 
Debrecen Budapest Gyula Satoraljaujhely 


Bromgehalt, mg®/o 


0,180 * 0,480 0,204 = 0,807 | 0,086 0,604 
0,424 0,610 0,214 0,836 0,124 1.427 
0,424 0,720 0,228 0.953 | 0,129 
0,469 0,820 0,233 ~=1,227 | 0,181 
0,915 0,239 0,376 

0,247 0,422 

0,358 0,466 

0,660 0,495 


Mittelwerte, mg%. 
0,425 *** 1,938 0,709 0,517 0,430 


* Von mir untersuchte vier Harnproben. — ** Kleinster und gré8ter Bromwert in den \ 
Leipert (3) untersuchten Harnproben *** Berechnet aus * und ** 


Daten von 
Leipert **: 
0,263 0,695 





robe 1 
) und 
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frinkwasser, Kuhmilch, Tierblut) vergleichende Brombestimmungen 
durchgefithrt. Die in der Tabelle LI zusammengefaBbten Analysenmittel- 
werte tiber die Bromausscheidung des Organismus durch den Harn und 
die Daten der Tabelle ILL iiber den Bromgehalt von Nahrungsmitteln 
zeigen deutlich, da sowohl der Harn wie das Trinkwasser, die Kuh 
milch und auch das Blut verschiedener Tiergattungen! aus Debrecen 
sich gegeniiber jenen, die aus anderen Orten stammen, durch einen viel 
héheren Bromgehalt auszeichnen. 


Tabelle Ll. Bromgehalt in Nahrungsmitteln 





Ungarn 
Obiekt Debrecen Budapest Gyula Satoraljaujhely 
j J 


Bromgehalt, mg in 1000 ¢ 


lrinkwasser 

(Wasserleitung). — 0,020 0,120 0,040 0,054 0,065 
Milch * 4,932 ** 15,492 6.444 5,705 6,005 
Schweineblut *** + 86,160 10,400 27,780 

Kalberblut *** . . 171,220 36,070 39,550 


* Mittelwerte von vier, aus Gyula und Satoraljaujhely von zwei verschiedenen Milchproben 

** Leipert und Watzlawek (2) fanden in 1 Liter Wiener Mileh 2.27 und in 1 Liter Rinderblut 7.6 me 
I 

Brom. *** Mittelwerte von zwei Tieren. 


Alle diese Beobachtungen zeigen, dal} der normale Bromgehalt des 
Blutes durch alimentare Einfliisse, durch einen héheren Bromgehalt der 
Nahrungsmittel bedeutend gesteigert werden kann. Dieser standige 
natiirliche BromiiberschuB und die Neigung des Broms zu Retention 
in den Erythrocyten machen die stellenweise héheren Blut bromwerte 
verstandlich. Wenn man also einen Vergleich zwischen dem Blutbrom- 
gehalt von normalen Menschen und von Geisteskranken machen will. 
so ist es unbedingt notwendig, die 6rtlichen Verhaltnisse zu_beriick- 
sichtigen bzw. die Blutbromwerte nur solcher gesunder und kranker 
Personen miteinander zu vergleichen, die aus der gleichen Gegend 
stammen. 

Nach Leipert spricht unter anderem die grobe Schwankungs- 
breite des Blutbromgehalts (250 °,) gegen eine physiologische Bedeutung 
des im Blute zirkulierenden Broms. Nachdem die wichtige biologische 
Bedeutung des Jods als Spurenelement im Organismus allgemein an- 
erkannt ist, taucht auf Grund des Gesagten die Frage auf, welche 


Schwankungsbreiten bei normalem Jodgehalt des Blutes tiberhaupt vor- 


' Autfallend ist hier der grobe Bromgehalt des tierischen Blutes; die 
in der Literatur (6) angegebenen tierischen Blutbromwerte sind viel kleine 
als die von mir gefundenen. So wird als der héchste Blutbromgehalt 1.7 mg° 
in einem Rinderblut angegeben. 
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kommen / Ich habe aus dem Schrifttum einige verlaBliche Analyse: 
daten tber die Schwankungen von 6rtlichen Blutjodwerten in d 


Tabelle IV. zusammengestellt. 


Tabelle IV. Blutjodwerte aus der Literatur. 





Schwankungen des Blutjods Schwankungsbreiten Verf 
ertasser 


Veil und Sturm (7) 
15 35 Maurer und Diez (8) 
16 Holst (9) 
9 17 Leipert (10) 
2 18,3 Perkin (11) 
10,2 — 23 22% J. Straub * 


* Noch nicht publiziert 


Diese Daten zeigen, dab sich viele solche 6rtlichen Blutjodwerte 
finden, bei denen die Schwankungsbreiten die von Leipert und von mit 
bei den Blutbromwerten gefundenen Schwankungen nahezu erreichen 
ja sogar auch tibersteigen. 

Was die nicht 6rtlich bedingten Schwankungen zwischen den 
kleinsten und gréBten Blutbrom- bzw. Blutjodwerten (sie wurden aus 
dieser Mitteilung und aus der Tabelle IV genommen) betrifft, so ergibt 
sich folgendes: 

Blutbrom, 0,160 bis 1,452 mg°® 
Blutjod, 2 bis 23 7° 


Aus diesen Zahlen geht hervor, daB die nicht értlich bedingten 
Schwankungen der Blutbrom- und Blutjodwerte einander nahekommen 
ja sogar, daB die Schwankungen des Blutjods héher sind. Demnach 
kann also auch die viel gr6éBere, nicht 6rtlich bedingte Schwankungs 
breite der Blutbromwerte nicht als Beweis gegen die physiologisch« 
Bedeutung des Broms im Organismus betrachtet werden. 

Beziiglich der Beeinflussung des Jodspiegels durch Ortliche Ver 
schiedenheiten, und zwar durch den Jodgehalt der Umgebung, bemerken 
Sturm und Mitarbeiter (12), daB bei den Bewohnern von Meereskiisten 
mit besonders jodreicher Nahrung eine Erhéhung des Blutjods wahr 
scheinlich ist. 

Die von Leipert und von mir mit einer verlaBlichen analytische: 
Methode gewonnenen Blutbromwerte sind zu wenig zahlreich, un 
endgiiltige Schliisse ziehen zu kénnen. Sicher ist jedoch, daB die Unter 
suchungen nicht nur beziiglich des Broms, sondern damit parallel auc! 
des Jodgehalts des Blutes fortgesetzt werden miissen, wenn man itibe! 
die normalen Jod- und Bromwerte des Blutes ein klares Bild schaffe1 
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vill. Es wird dabei besonders wichtig sein, auch den Einflul} des Brom- 
ind Jodgehalts der Umgebung auf die Blutbrom und Blutjodwerte zu 
intersuchen. 

Zusammenfassung. 


1. Die mittleren Bromwerte des menschlichen Blutes aus Wien 
und aus verschiedenen Orten Ungarns (Budapest, Gyula, Satoraljaujhely) 
liegen zwischen 0,300 und 0,543 mg®,. Einen viel héheren mittleren 
Bromgehalt, und zwar 1,066 mg°®,, zeigen die Blut proben aus Debrecen 

2. Die an Harnen und Nahrungsmitteln aus obigen Orten durch 
vefiihrten vergleichenden Brombestimmungen beweisen, dal} der hohe 
und standige Bromgehalt der Debrecener Blutproben auf alimentare 
Einfliisse zuriickgefiihrt werden kann, wobei sicher auch das grobe 
Bromretentionsvermégen des Organismus eine Rolle spielt. 

3. Die gefundenen Schwankungsbreiten der 6rtlichen Blutbrom 


werte (von 180, bis 271°.) sprechen im Gegensatz zur Auffassung von 


Leipert nicht gegen eine physiologische Bedeutung des im Blute zirku- 
lierenden Broms, da beinahe ebenso grobe, ja sogar noch gréBere Schwan- 
kungsbreiten auch bei den Blutjodwerten oft vorkommen. Dasselbe gilt 
von den nicht értlich bedingten Blutbrom- und Blutjodwerten, deren 
Schwankungsbreiten fiir Blutbrom 907°, und fiir Blutjod 1150°,, 


betract. 
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Zur Biochemie der Torula utilis. 
V. Mitteilung:! 

Der Nicotinsduregehalt verschiedener Futterhefen, EiweiBsehlempen. 
Bierhefen und Prebhefen. Beweis fiir die Totalsynthese der Nicotinsiure 
durch die Torula. 

Von 
Hermann Fink und Felix Just. 


(Aus dem Institut fiir Galungsgewerbe und Stirkefabrikation an der Jana 
wirtschaftlichen Fakultéit der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 11. November 1939.) 


Der vroBe Wert der Hefen als Nahr- und Futtermittel beruht 
bekanntlich nicht nur auf ihrem Gehalt an Grundbaustoffen und 


Kalorienspendern fiir den tierischen Organismus, sondern auch auf dem 


relativ angereicherten Vorkommen von Wirkstoffen, vor allem von 
Vitaminen. Nachdem wir uns in den vorhergehenden Mitteilungen 
dieser Untersuchungsreihe mit den Substraten des Grundstoffwechsels 
naimlich EiweiB und dessen Zusammensetzung, Kohlenhydrat und 
Nahrsalzen naher beschaftigt hatten, gingen wir dazu iiber, den Gehali 
der in unserem Institut geziichteten Hefen an Wirkstoffen und Vita 
minen festzustellen und mit dem der schon besser studierten Bierhet 
und anderer Nahr- und Futterprcdukte zu vergleichen. So bestimmten 
wir den Glutathiongehalt verschiedener Hefen und in Gemeinschafts 
arbeit des einen von uns (H. Fink und J. Krebs) mit A. Scheunert und 
Wagner? den Gehalt an Vitamin B,- und B,-Komplex verschieden 
gezichteter Torulahefen. Es konnte dabei gezeigt werden, daB di: 
Torula diese Stoffe aus Zucker (auch Alkohol und Essigsaure), Ammoniak 
stickstoff und Nahrsalzen zu synthetisieren vermag. 

Die vorliegende Mitteilung befaBt sich mit dem Vorkommen von 
Nicotinséure in den Hefen und ihrer fiitterungsphysiologischen Be 
deutung. Die Arbeiten der letzten 3 bis 4 Jahre haben gezeigt, daB dic 
Nicotinséure (Pyridin-3-carbonséure) und deren Derivate, vor allem 
ihr Amid, biochemisch von aéuBerst wichtiger Bedeutung sind. So 
wurde von Kuler und Mitarbeitern? sowie Warburg und Mitarbeitern 
bewiesen, dali Nicotinsiureamid ein Konstituent der wasserstoffiibe: 
tragenden Co-Enzyme ist. 


' Vel. LV. Mitteilung: diese Zeitschr. 303, 234, 1939. * Ebenda 3802 
1, 1939. 3° Kuler, Albers u. Schlenk. Zeitschr. f. physiol. Chem. 237. | 
1935. * Warburg, Christian u. Griese, diese Zeitschr. 279, 143, 1935. 
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Da das Vorhandensein dieser Co-Enzyme in der Zelle zweifelsohne 
ebensnotwendig ist, muB diese sich jene Kérper auch beschaffen kénnen. 


Von vornherein gibt es hier, wie auch sonst, zwei verschiedene, grund 


satzliche Méglichkeiten: die Zellen sind entweder imstande, aus den 
ihnen zur Verfiigung stehenden Grundnahrstoffen diese lebensnotwendige 
Verbindung total zu synthetisieren, oder aber sie miissen sie von auben 
in der Nahrung im ganzen oder auch in mehr oder weniger groben 
Bruchstiicken zugeftthrt bekommen. Wie wir weiter unten noch be- 
weisen werden, trifft die erste Méglichkeit fiir die Torula (und sicherlich 
fiir viele andere Pflanzen) zu. Die Torula ist, wie von uns bewiesen wird. 
befahigt, aus einfachen C-Quellen (Zucker, Essigsiure, Alkohol). 
Ammoniak-Stickstoff und Nahrsalzen die wasserstoffiibertragenden 
Co-Enzyme, speziell deren relativ einfachen Konstituenten, die Nicotin 
saure, vollstandig aufzubauen. Andere Mikroorganismen scheinen diese 
Fahigkeit nicht oder nur beschrankt zu besitzen, da fiir diese nach 
Knight und nach J. H. Mueller? Nicotinsiure einen Wachstumsfaktor 
darstellt. 


Fir Mensch und Tier trifft beziiglich der Nicotinsaure, wie die Arbeiten 
der letzten 3 Jahre gezeigt haben, die zweite Méglichkeit zu. die in er- 
nahrungs- und fiitterungsphysiologischer Hinsicht von bedeutsamen Folgen 
ist. Es mu dann namlich dafiir gesorgt werden, daB in der Nahrung der 
betretfende lebensnotwendige Stoff ausreichend zugefiihrt wid. Da der 
gesunde Organismus oft imstande ist Teilsynthesen zu leisten, ist es in 
solehen Fallen nicht nétig, den fertigen Wirkstoff selbst zu verabreichen, 
sondern es geniigt, eine verwertbare Vorstufe (Provitamin) oder Bruchstiicke 
anzubieten. Dies ist anscheinend bei den Codehydrasen bzw. Nicotinsaiure 
der Fall. Nach Euler, Schlenk, Heiwinkel und Hoégberg® sind die Co-Enzyme 
als eigentliche Vitamine zu betrachten, waihrend die Nicotinsaiure, ihr Amid 
und andere ihnen nahestehende Verb:ndungen als Provitamine zu be 
zeichnen waren’. Mit anderen Worten, die kérpereigene Synthese der 
lebensnotwendigen Co-Enzyme kann nur von der Pyridin-3-carbonsaure 
aufwarts vonstatten gehen, diese jedoch mul} mangels Selbstsynthese im 
Kérper vorhanden sein. 


Ohne auf die historische Entwicklung naher einzugehen,. ist det 
Stand unseres diesbeziiglichen Wissens folgender. Die von Coldberge: 
und Mitarbeitern als menschliche Wangelkrankheit erkannte Pellagra 
kann durch zusatzliche Gaben von Nicotinséure und Nicotinsdiureamid 
geheilt werden. Es liegen bis jetzt schon weit mehr als fiinfzig 


' Biochem. J. 31, 731, 1937. — ? J. Bacter. Amer. 34, 429, 1937. 
’ Zeitschr. f. physiol. Chem. 256, 208, 1938. — ! Folgerichtig ware z. B 
Aneurin ebenfalls als Provitamin, das Aneurinphosphat, Cocarboxylyase 
(Lohmann), als eigentliches Vitamin zu betrachten, wobei man voraus 
setzen miiBte, daB das Aneurin (bzw. Nicotinséure) nur zum Aufbau det 
lebenswichtigen Co-Enzyme verwendet wird und dadureh wirksam ist. 
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Falle! vor, in denen die Therapie bei einwandfrei diagnostizierter Pellag: 


velang. Dieses Ergebnis kann also als gesichert angesehen werde) 


Die Dosis schwankte in ziemlicher Breite, 60 bis 200 mg, sogar }b 


1000 mg pro Tag. Die Heilung trat| meistens innerhalb wenige: 
Tage ein. 

Krankheitserscheinungen an Tieren, die durch Nicotinséuremang: 
verursacht und durch Verabreichung dieses Stoffes geheilt werde; 
kénnen, wurden an Hunden? (Schwarzwerden der Zunge, ..black 
tongue’’), Affen® und Schweinen? festgestellt. Bei Ratten und Taube: 
sind die Befunde noch nicht eindeutig. Wahrend Chick, Martin und 
Mitarbeiter ® zeigen konnten, daB junge Ratten mit einer Mangelkosi 
welche bei Schweinen (vgl. weiter unten) durch Nicotinsaurezufiitterung 
heilbare Mangelerkrankungen hervorrief, ohne feststellbare Schaden 
auskamen, fiihrten die Untersuchungen von (. Funk und Funk 
zu folgenden Ergebnissen. Bei Tauben und Ratten trat mit vitamin 
freier Nahrung bei Nicotinsaéurezulagen verstarkte Nahrungsaufnahm« 
mit Gewichtszunahme auf, die der Nahrungsmenge jedoch nicht 
entsprach. Bei der Mangelkost erfolgt nach Ansicht dieser Autoren 
Wasserretention, die die Gewichtsabnahme gegebenenfalls verschleiert 
Nicotinsaurezusatze waren auch neben Zusatzen aller anderen Vitamin 
wirksam. Sie halten diese Verbindung fiir die Regulierung des Wasser 
haushalts von Bedeutung. 

Im Hinblick auf unseren Forschungsgegenstand  interessiere! 
speziell die erwahnten Versuche von Chick, Martin und Mitarbeitern# 
an Schweinen, weshalb wir auf sie etwas naher eingehen wollen. Dies 
Verfasser fiitterten die Versuchstiere mit einer folgendermaben zu 
sammengesetzten Mangelkost. 100 Teile Gesamtfuttergemisch ent 
hielten: 79 Teile weiben Mais, 11 Teile Erbsenmehl, 4,4 Teile gereinigte- 
Casein, 3 Teile Lebertran, 2,5 Teile Salzgemisch. Die Schweine wurden 
innerhalb von 5 bis 10 Wochen krank und verendeten bei Beibehaltung 
der Kost. Wurden jedoch 4 bis 8 ° 
unter anteiliger Senkung des Caseins ersetzt, so trat rasche Heilung ein 


des Futtergemisches durch He fi 


Kine Zugabe von 2 mg Lactoflavin war ohne Wirkung. Junge Ratte) 


! Es wurden z. B. berichtet von: 


Fouts, Helmer. Lepkowsk yu. Jukes (Proc. Soc. exp. Biol. a. Med. 

Amer. 87, 405, 1937) 4(Pellagra-Heilungen) P.-H 
R.S. Matthews (J. Amer. med. Ass. 111, 1148, 1938) 13 P.-H 
Spire s (Lancet 284, 252. 16 P.-H 
S. Visco (Rie. sie. Progr. teen. con. naz. (2) 9. IT, Re 30 P.-H 
Langen, Boswijk, van Niewwenhuizen (Chem. Centralbl. 1939, 1, 1196) 9 P.-H 

* Elvehjem, Madden, Strong u. Woolley, J. Amer. Chem. Soe. 59, 1767 
1937: J. of biol. Chem. 1238, 137, 1937. 3 Harris, Biochem. J. 82, 1479 
1938. ' Chick, Martin u. Mitarbeiter, ebenda 31, 2065, 1937; 32, 10 
1938. ’ Zeitschr. f. Vitamintforsch. 8. 330, 1938 39. 
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kamen, wie schon oben erwahnt, mit dieser Mangelkost (ohne Hefe) 
aus, Spatere Versuche derselben Autoren, ebenfalls an Schweinen mit 
einer ganz ahnlichen Mangelkost, ergaben folgendes Bild. Die Versuchs 
tiere zeigten Haarausfall, Dermatitis, Paresis, Wachstumsstillstand und 
Gewichtsverlust und waren schlieBlich nahe am Verenden. Diese 
Krankheitserscheinungen wurden durch zwei- bis dreimalige Injektion 
von 100 mg Nicotinsaure und weiterhin 60 mg per os pro Tag bei 
Beibehaltung der Mangelkost rasch und weitgehend gebessert. Die 
Tiere entwickelten sich dann normal. Verfasser wiesen auf den groBet 
Unterschied im Bedart an Nicotinsdaure zwischen Schwein und Ratte 
hin. Kine Bestatigung dieser Heilerfolge erbrachten kiirzlich Madison 
Miller und Keith'. Eine Herde von 76 Schweinen, die in der Haupt 
sache mit Mais gefiittert worden war, erkrankte unter Symptomen. 
welche mit denen der Schweinepellagra tibereinstimmten. Durch 
Zufuhr von taglich 50 mg Nicotinsaure je Tier wurden samtliche von 
den 36 tiberlebenden Schweinen innerhalb von 6 Wochen geheilt 

Aus diesen Versuchsergebnissen erhellt zur Geniige die Notwendig 
keit, im Tierfutter fiir das ausreichende Vorhandensein an diesem 
Antipellagrafaktor zu sorgen. Wie direkt an Schweinen bewiesen wurde. 
eignet sich die Hefe als Ausgleichsfutter: ein méglicher Mangel in det 
Zusammensetzung der Nahrung kann durch Zufiitterung von Hefe 
behoben werden. Wie weiterhin bewiesen wurde, ist der in der Hefe 
wirksame Faktor mit der Nicotinsaure identisch. Zur Beurteilung det 
Futterhefen war es fiir uns wichtig, den Nicotinsauregehalt zu be 
stimmen. Zum Vergleich wurden auch andere Hefen und Eiweifs 
schlempe untersucht 

In letzter Zeit sind mehrere chemische Bestimmungsmethoden 
entwickelt worden, die den umstandlichen biologischen Test zu ersetzen 
geeignet erscheinen. In jiingster Zeit wurde von H. Aringstad und 
Th. Naess? eine kolorimetrische Methode beschrieben, die auf die 
Kénigsche Reaktion des Pyridinkerns mit Bromevan und aromatischen 
Aminen zuriickgeht (vgl. auch in dieser Arbeit die diesbeziigliche 
Literatur). Wir benutzten fiir unsere Bestimmungen die etwas friihet 
erschienene Methode von EF. Bandicr und J. Hald?. welehe auf dem 


gleichen Prinzip beruht. Sie erwies sich als sehr brauchbar. Die nahers 


Beschreibung der Ausfitthrung der Analyse wird weiter hinten im 
experimentellen Teil gegeben werden. Die 


Ergebnisse 


der Nicotinsaurebestimmungen sind in der Tabelle | zusammengestellt 


l Nc tence, 1. i ea st. 400), L939 . Zeitsehr t physiol { hie Ith ed 
LOS, L939. > Biochem. J. 33, 264, 1939 
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Tabelle i. 


K Just: 





Nr. 
der Geziichtet in 
Probe 


Torula reiner Glucose 


dieselbe wie 2 - os 
Torula Bergius- 
Holzzuckersirup 
- dasselbe 
dieselbe wie 4 

Torula 


NScholler- Tornesch- 
Holzzucker 
dasselbe 


Sulfitablauge 


Alkohol 1. Fiihrung 
Alkohol 11. Fiihrung 
von Stellhefe 12 
Alkohol 


Essigsaure 
Kartoffelmaische 


Kiweibschlem pe 


untergarige Bierwiirze 
Bierhefe 
dieselbe wie 20 
Bierhefe 
obergarige 
Bierhefe 
PreBhefe Melasse 
dieselbe wie 2: e 
PreBhefe 
Kintopf 


Zustand 


frisch 
.” 
bei 105° getrocknet 
frisch 


bei 105" getrocknet 
frisch 
walzengetrocknet; 
etwa 1! Jahre alt 
walzengetrocknet; 
etwa 2 Jahre alt 
dassel be 


walzengetrocknet: 
etwa 1 Jahr alt 
dassel be 


walzengetrocknet: 
etwa 2 Jahre alt 
dasselbe 
walzengetrocknet; 
wenige Monate alt 
dasselbe 


” 
frisch 


bei 105° getrocknet 
frisch 


” 


bei 105° getrocknet 
frisch 
getrocknet 


Nicotinsiiu: 
gehaltin 100 
Trockensut 
stanz in me 


37,4 
38,7 
38,2 


41,3 
34,6 
36.6 


40,9 


34,3 
41,6 


38,3 
41,3 
43,4 
52,2 
52,5 
53,9 
50,3 


28,2 
30,4 
32,4 
34,1 


Der Nicotinsauregehalt der auf verschiedensten Substraten ge 


ziichteten Torulahefe schwankt also zwischen 34,3 mg als niedrigstem 
(Probe 15, Essigsiure als C-Quelle) und 45,3 mg als héchstem Wert 
Scholler- Tornesch Holzzucker) bezogen auf je 100 g Trocken 
Der haufigste Gehalt liegt bei dem mittleren Wert von 
37 bis 38 mg®,. Bei der EiweiBschlempe, die ja bekanntlich auBer det 
Torula noch erhebliche Mengen von nichtverhefter Kartoffelsubstanz 
enthalt, findet man ebenfalls 38 bis 43 mg dieses Bausteins des Anti 
Merklich mehr ent 


(Probe 7, 
substanz. 


pellagravitamins in je 100g Trockensubstanz. 
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halten die Bierhefen, namlich 50 bis 52 mg®,, weniger dagegen die auf 


Melasse geziichteten BackerpreBbhefen, namlich nur 28 bis 32 mg°,. 
Diese Analysenergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit den Angaben 


anderer Autoren, soweit sie sich mit unseren Hefen vergleichen lassen. 
Bandier und Hald (|. ¢.), deren kolorimetrischer Methode wir uns _ be- 
dienten, fanden bei obergiriger Bierhefe etwa 45 mg°®,, bei untergarigen 
Bierhefen 34 bis 37 mg®,, bei Backerhefe 26 mg®,, bei einigen Proben 
von aus Bierhefe hergestellter Faex medicinalis 56 bis 61 mg°, und 
bei Weinhefen 16 bis 18 mg®,. Aringstad und Naess, die nach einem 
auf demselben Prinzip beruhenden kolorimetrischen Verfahren arbeiten, 
geben den Gehalt von Brauereihefe mit 44 bis 45 mg°,, den von 
frischer Backerhefe (auf Trockensubstanz umgerechnet) mit 38 mg°, an. 

Die an sich nicht sehr groBen Unterschiede bei vergleichbaren 
Hefen unserer Untersuchungsreihe und auch im Vergleich zu den 
Angaben anderer Autoren sind als reell zu betrachten, d.h. sie sind 
nicht durch die Ungenauigkeit der Bestimmungsmethode vorgetauscht. 
Die Fehlerbreite ist gering. Doppelbestimmungen bei denselben Hefe 
proben an verschiedenen Tagen ergaben z. B. 52.8 und 52,2 mg®,. 
37,6 und 37,2 mg®, usw. Anscheinend haben auber der Rassenzugehorig- 
keit auch die Ziichtungsbedingungen einen EinfluB auf den Nicotin 
siuregehalt. 

Aus unseren Analysenergebnissen lassen sich noch folgende Fest- 
stellungen erheben. Erstens zeigt sich, da} durch Trocknen bei er- 
héhter Temperatur im Trockenschrank oder auf dem Walzentrockner 
sowie durch langdauernde Lagerung der getrockneten Hefe dieses 
Antipellagravitamin offenbar nicht zerstért wird urd verlorengeht. 
Diese Feststellung findet ihre Ergainzung durch den Befund von Smith 
und Margole!, die bei fiinfstiind'gem Autoklavieren keine Einbube in 
der Wirksamkeit dieses Faktors bemerken konnten. 

Zweitens ergibt sich, daf}S die Torula den Pyridinring der Nicotin- 
sdure aus einfachgebauten C-Quellen (Alkohol, Essigsiure, Zucker), 
Ammoniakstickstoff und Nahrsalzen zu synthetisieren vermag. Labt 
sich schon aus dem wahrend vieler Passagen etwa gleichbleibenden 
Nicotinsauregehalt der .,Glucose‘*- und ,,Holzzucker**-Hefen mit einiger 
Sicherheit dieser Schlu®B ziehen wobei allerdings der Einwand er- 
hoben werden kénnte, dali die Holzzuckerlésungen Verbindungen mit 
Pyridinkernen oder fiir die Synthese dieses Heterozyklus besonders 
veeignete Vorstufen enthalten kiénnten —, so ist der eindeutige Beweis 
jedoch aubBer durch die .,Glucose**-Hefen 1 und 2 vor allem durch die 
..Alkohol'‘-Hefenproben 12 und 13 in aller Strenge erbracht. Die 
Probe 13 wurde namlich als elfte Passage aus Probe 12 mit Alkohol 


1 Proe. Noe. exper. Biol. Med 38, 25l. 193s. 
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als alleiniger C-Quelle und mit nur anorganischen Zusatzen gezichte 
Wenn keine Svnthese des Antipellagravitamins stattgefunden hat: 
kénnte Probe 13 (Vermehrungsquotient von Fithrung zu Fithruny 
durchschnittlich gleich 3) als elfte Passage nur den 3!!-ten Teil vy 
der Konzentration in der Ausgangshefe 12 enthalten. Die Nicoti: 
sauregehalte der Proben 12 und 13 betragen aber 34,6 bzw. 36.6 mg 
Im Vergleich zu anderen Nahrungs- und Futtermitteln schneid 
die Hefen beziiglich ihres Antipellagragehalts sehr vorteilhaft ab 
Nach den Angaben von KAringstad und Naess (1. ¢.) sind enthalte: 
mg°®, Nicotinséaure in Ochsenfleisch 4,9, Schweinefleisch 3,3, Ochse: 
leber (frisch) 16 bis 20, Dorsch (Fleisch und Organe) 1,0 bis 1,7, Ka 
toffeln 1,0, Weizenkleie 5,0, Roggen (Vollkornmehl) 1.3, Weizenkeime 4.2 
Mais 1,3. Der Nicotinsauregehalt der Trockenhefen ist also rund un 
eine reichliche Zehnerpotenz hoher als der der letztgenannten Nahrungs 
bzw. Futtermittel. Auch auf Trockensubstanz bezogen, bleibt fast 
stets die Uberlegenheit der Hefenpraparate bestehen. Unabhangig 
von dem chemischen Analysenbefund hatten schon frither Goldbery 
und Mitarbeiter (I. ¢.) mit Hilfe des biologischen Wirksamkeits 
testes eine qualitative Beurteilung dieser Nahrungs- und Futter 
mittel aufgestellt, die mit den nunmehr vorliegenden quantitative: 
Zahlen vollig parallel geht. Bei den oben wiedergegebenen Tier 
versuchen erzielte man mit einer Dosis von 60 mg Nicotinsaur 
pro Tag eine Heilung der ,,Pellagra’’-kranken Schweine. Diese Heil 
dosis ware also in etwa 120 ¢ getrockneter Bierhefe oder in etwa 150 ¢ 
getrockneter Torulafutterhefe enthalten. Die Zufiitterungsmengen voi 
Hefe zum Zwecke der Prophylaxe wiirden noch erheblich niedrige: 
angesetzt werden kénnen. Auch hieraus ist zu ersehen, dal} der Futter 
wert der Hefen nicht allein nach EiweiBgehalt, Kohlenhydrat, Salze 
usw. zu beurteilen ist, sondern da®B die in ihnen relativ angereicherte: 
Wirkstoffe eine zusatzliche, nicht zu vernachlissigende Wertsteigeruny 


im Gefolge haben, die auch bei der Abschitzung der Preiswiirdigkeit 


in Betracht gezogen werden mul. 

Es muB noch darauf hingewiesen werden, dab die biologische Anti 
pellagrawirksamkeit noch gréBer sein kann, als es dem analytiscl 
erfaBten Nicotinsduregehalt des betreffenden Substrats  entspricht 
Um die Verbreitung dieses Vitamins und den Wert der Nahrungsstoffe 11 
dieser Hinsicht rollstdndig zu erfassen, miiBten wie Euler, Schlent 
Heiwinkel und Hoégberg (l.c¢.) ausdriicklich fordern foleende Verbin 
dungen quantitativ festgelegt werden: 

1. Nicotinsaiure und ihr Amid (dreiwertiger Ring-N): 
» 


2. Codehyvdrase [ und IL in oxvdierter und reduzierter Form: 


' Vgl. Vitamin B,- und B,-Komplexsynthese in der Torula. A. Seherwn 


u. Wagner, Fink u. Krebs, diese Zeitschr. 302, 1, 1939. 





Zur Bioehemie der Torula utilis 411 


Derivate der Pyridin-3-carbonsaiure mit (koordinativ) fiinfwertigem 
Ring-N, die nicht identisch mit den Codehydrasen sind, z. B. Nicotin- 
saureamid-hvdroxymethylat, Trigonellin : 


alle die zwischen Nicotinsiiure und den Codehydrasen stehenden 


Korper, wie z. B. Nicotinsaéureribosid und dessen Phosphate, falls 
ihre Anwesenheit in natiirlichem Material erwiesen ist 


Nach den Spezifitatsuntersuchungen von Woolley, Strong, Madden 
und Elvehjem! scheint aber eine solche umfassende Bilanz nicht not 
wendig zu sein. Diese Verfasser stellten naimlich mit Hilfe des biologi 
sehen .,Schwarz-Zungen’’-Testes an Hunden fest. da®B folgende Ver 
bindungstvpen unwirksam sind: 


|. x- und +-isomere Pyridincarbonsauren, 
2. H-substituierte Nicotinsauren, 
Hexahvdro-Nicotinsaure, 
Trigonellin und andere Verbindungen mit koordinativ fiinfwertigan N. 


Verbindungen mit Pyridinkern ohne Carboxylgruppe. 


Die Wirksamkeit der Nicotinsaure blieb jedoch bei der Veresterung 
und Veratherung der Carboxyl- bzw. der Amidgruppe erhalten. Dem 
nach ware also die von Kuler und Mitarbeitern geforderte Erfassung det 
Nicotinsdurederivate mit fiinfwertigem N nicht nétig, da ihnen keine 
Antipellagrawirksamkeit zukommt. AuBerdem bleibt die Frage offen 
ob per os verabreichte, nichtgespaltene Codehydrasen als Vitamin 
verwertbar sind. Bemerkenswert in diesem Zusammenhang ist det 
glitckliche Umstand, daB sich die Spezifitat der kolorimetrischen Be 
stimmungsmethode mit Bromeyan und aromatischen Aminen mit der 
von Woolley, Strong usw. festgestellten biologischen fast deckt. Ubrigens 
fanden wir sowohl bei nur alkalischer wie auch bei kombiniert saurer 
und alkalischer Hydrolyse iibereinstimmende Werte, obgleich die 
Dihydro-Cozymase in alkalischen Extrakten von Hefen (vgl. Buder und 
Mitarbeiter) durch die Luft nicht oxvdiert wird. Wir vermuten, dati 
diese Oxydation schon wahrend der Plasmolvse, die wir bei frischen 
Hefen durch Aceton hervorriefen und die bei der getrockneten Hefe 
auf der Trockenwalze oder im Trockenschrank durch die Hitzeeinwirkunyg 
automatisch eingetreten war, vollstandig erfolgt ist. 


Experimenteller Teil. 
(Gemeinsam mit Frl. L. Denecke 


Zur Bestimmung der Nicotinsaure in Hefen verfuhren wir mit nut 
veringen Abanderungen nach der Methode von £. Bandier und J. Hald 
(I. ©.). 


1 J. of biol. Chem. 124, 715, 1938. 








H. Fink u. F. Just: 


l. Vorbereitung der Hefe. 


lg abgepreBte trische Hefe wurden mit 2cem Aceton im Verla 
von 15 bis 20 Minuten verfliissigt, das Plasmolysat mit 15 cem 2n NaQ| 
in em 25-cem-Kolbchen quantitativ gespiilt, umgeschiittelt und 30 Minut 
lang auf dem siedenden Wassetbad erwarmt. Danach wurde mit konz. H‘ 
neutralisiert (Lackmus schwach rot, pu ~ 4 bis 6), auf 26° abgekiihlt im 
bis zur Marke aufgefiillt, gut umgeschiittelt und 10 Minuten stehengelass: 
AnschlieBend wurde zentrifugiert. Vom fast klaren Zentrifugat wi 
1.0cem in ein kleines Zentritugenglischen abpipettiert, dazu aus ein 
Biirette 9,0 cem Aceton gegeben, gut umgeschiittelt und im verschlossene) 
Glaschen nochmals abzentrifugiert. Vom Acetonzentrifugat wurden 6,0 cc) 
n einen Claisenkolben pipettiert, 3ccem Wasser zugegeben und ohne z 
erwirmen im Vakuum zur Trockne eingedampft. Der geringfiigige Riick 
stand wurde mit etwa 10 bis 12 cem n/15 KH,PO,-Lésung sorgfialtiz 
und quantitativ in ein 25-cem-MeBkélbechen iibergefiihrt. Bei Trocke: 


hefen ertibrigt sich die Plasmolyse. 


”. Kolorimetrie. 
a) Reagenzien. 


I. 4°,ige Cyanbromidlésung. 

Il. Gesattigte Metollésung (3 bis 4 2/50 cem, in der Kalte durch Sehiitt: 
zu lésen). 

Standardlésung, etwa 25 bis 30mg Nicotinsaure im Liter. 
Samtliche Lésungen wurden kurz vor dem Gebrauch trisch hergeste|!1 


b) Ausfithrung der Reaktion. 

Die Analysenlésung im 25-cem-K6lbchen wird 5 Minuten auf dem 
Wasserbad erwarmt, danach 1 cem Cyanbromidlésung (1) zugegeben 
und nochmals weitere 5 Minuten erwarmt. Dann wurde mit flieBendem 
Wasser abgekiihlt, 10 ccm gesattigte, filtrierte Metollésung (IL) zu 
gegeben, auf 25 cem aufgefiillt und 1 Stunde stehengelassen. Der Stan 
dard wurde jedesmal parallel dazu angesetzt: 1,0 cem von III plus 
10 ccm Pufferlésung, das Folgende wie oben bei der Analvsenlésung 


c) Messung. 
Die Farbintensitaéten der hellgelb gefarbten Analysenflissigkeiten 
wurden im Leitz-Kolorimeter mit Filter 1 (480 my) mit der Standard 
lésung verglichen. Die Ablesung ist wegen des ungiinstigen Spektra! 


bereichs (tief violett) erschwert. 


d) Berechnung. 
Nicotinsauregehalt in mg je 100 g Hefetrockensubstanz 


10 - 25-100 
mg’: 


Ost" Ou ° 6-E-f 
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wobei Cg, mg Nicotinsdure in 1 com Standardlésung, gy den mittleren 
\blesungsquotienten, /£ die Einwaage in g und / den jeweiligen 
lrockenfaktor der Analvsenprobe bedeutet. 


e) Beispiele 


Einwaage 10.00g abgeprefte Bierhefe mit 23.46°, Trocken 


substanz: die Standardlésung enthielt 25.21 mg Liter Ablesungs 


quotient dy 1.229. Nicotinséuregehalt 


1-25-1100 
25,21 - 1,229 - 03.90 meg 
6 - 10.00 - 0.2396 
Einwaage 3.0492 ¢ .,Alkohol’’-Hefe mit 93,44°,. Trockensubstanz 
Standardlésung: 20,03 mg Liter. Ablesungsquotient: — qy 1.250 
Nicotinsauregehalt 
lo- 25-100 
20,03 © 1.250 - 36.61 mg”? 
6 - 3.0492 - 0.9344 
f) Reproduzierbarkeit der Analvsenergebnisse. 
Es wurden mehrere vollstandige Doppelbestimmungen von der 


‘ben Hefeprobe angesetzt und die Resultate verglichen 





Abweichung 


. frische Bierhefe 
2. frische Torula , 
getrocknete Torula.... 


Die Ergebnisse sind also gut reproduzierbar 


Luge selate Nicotinsaure wird hy ) de? Be stimmaung quantitatir wieder- 
hunde H". 


Beispiele. Parallelansatze von 5 und 10g Hete wurden wie oben be 
schrieben analysiert, mit dem Unterschied, daB den 5 g Ansatzen am Antang 
hbekannte Mengen Nicotinsiure zugesetzt wurden. 





Ki 5g Bierhefe 10 ¢ Bierhefe 
VINW aage 
mg 


Nicotinsaiure zugesetzt 0,5013 0.5015 
Insgesamt gefunden. . 1,2287 1.412% 0.9593 
Differenz 

gefunden zugesetzt 0,7274 0.4580 
Bezogen auf 5¢ Ein- 

waage ... 0.7274 0.7062 0.4580 
Berechnet auf 100 ¢ 

Trockensubstanz, 

Nicotinsauregehalt, 


Oo 
__ y Se 
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Vergleich der Ergebnisse bei saurer und alkalischer Verseifung. Vi 
Hefeeinwaagen wurden einmal direkt auf die chen beschriebene Wei-. 
mit 15cem 2n NaOH auf dem Wasserbad verseift und im Paral 
versuch wurde zuerst mit 5°,iger Schwefelsaéure | Stunde gekocht uni 
anschlieBend durch Zugabe berechneter Mengen 5n NaOH alkalisc!) 


(2n) gemacht und nochmals wie oben verseift. 


Es wurde gefunden in: 





Bei Siiure- und Alkali-Verseifung Bei nur Alkali-Verseifung 


mg?/o mg?/o 


Probe . L...... 36,8 37,4 
Prope fi... «.-« 38,7 37,1 
Probe III 32,4 33,6 
Prope iV...... 44,2 43,6 


Auch bei eingeschobener, zusitzlicher Saurebehandlung wird also 


keine héhere Nicotinsiuremenge gefunden. 





Untersuchungen iiber die Fehlerquellen 
bei photometrischen: Cholesterinbestimmungen. 
Von 
E. C. Noyons und M. K. Polano. 
(Aus dem Laboratorium des R. K. Binnen-Ziekenhuis in Eindhoven.) 


(Eingegangen am 10. November 1939.) 


Noch immer herrscht keine Ubereinstimmung in der Beant wortung 


der Frage, mit welcher analytischen Methode der Cholesteringehalt 
des Blutes am besten bestimmt werden kann. 

Ebensowenig weil man, warum die Ergebnisse verschiedener 
Methoden, von denen jede einzelne gut reproduzierbare Resultate gibt, 
untereinander stark abweichen. Von den Chemikern werden im all- 
yemeinen Methoden vorgezogen, bei denen, nach Extraktion des Chole- 
sterins aus der zu untersuchenden Substanz und nach Verseifung der 
Cholesterinester, die gesamte Cholesterinmenge an Digitonin gebunden 
wird. 

Die Bestimmung des Cholesterindigitonids kann dann gravimetrisch 
(Windaus-Klinkert, Windaus-Mancke), oxydimetrisch (Okey, Noyons u. a.), 
indirekt durch Bestimmung des Digitoniniiberschusses nach H ydrolyse 
(Rappaport-Klapholz, modifiziert durch Noyons), nephelometrisch (Miihlbock- 
Kaufmann-Wolff, Kréner) und photometrisch mit Hilfe der Liebermann- 
Burchardschen Reaktion (Schoenheimer-Sperry) erfolgen. 

Von diesen Methoden gibt es eine Unzahl von Variationen, was wir der 
Tatsache, da®B alle technisch schwierig sind und obendrein viele Fehler- 
quellen enthalten, zuschreiben miissen. 

Die wichtigsten Fehlerquellen, von Noyons eingehend studiert 
und beschrieben, sind: 

Unvollstandige Verseifung der Cholesterinester, 

Vernichtung von Cholesterin bei der Verseifung, 

keine aquimolekulare Zusammensetzung des Cholesterin-Digitonids, 

gréBere Léslichkeit des Cholesterin-Digitonids als haufig angenommen 
wird und 

Adsorption von Digitonin an das Cholesterin-Digitonid. 

Die haufig geauBerte Meinung, die Digitoninmethoden seien an 
und fiir sich zuverlassig, ist in dieser aprioristischen Form auch un- 
richtig. Zwar geben, wenn man alle VorsichtsmaBregeln beachtet und 
die Analyse von erfahrenen Chemikern ausgefiihrt wird, diese Methoden 
sicher gute Resultate, aber gerade diesem Umstand ist es zuzuschreiben, 
daB die kolorimetrischen und photometrischen Methoden sich noch immer 
in den klinisch-chemischen Laboratorien haben behaupten kénnen. 
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Da kolorimetrische und photometrische Methoden grobtenteils a 
denselben Prinzipien beruhen, so gilt, wenn nicht anders ausdriickli 
das Gegenteil erwahnt wird, alles, was sich auf die kolorimetrische 
Methoden bezieht, ebenso auch fiir die photometrischen. 


Die meisten Farbreaktionen beruhen auf der Lichermann- Burchari 
schen Reaktion (LBR.). Diese wird in einer Lésung von Cholesteri: 
und seinen Estern in Chloroform ausgefiihrt. Bei einem Teil der ibliche: 
Modifikationen dieser Farbreaktion werden die Ester vorher verseift 
Bei den kolorimetrischen Arbeitsweisen sind als Fehlerquellen 7 
nennen: Unvollstandige Extraktion und Ungenauigkeiten bei der Aus 
fiihrung der Farbreaktion. Diese sind alle von Polano austfiihrlic! 


beschrieben. 


Falls die Intensitat der Farbreaktion photometrisch bestimmi 
wird und die Reaktion mit all der Sorgfalt, wie sie unbedingt erforderlic! 
ist, ausgefiihrt wird, geben die kolorimetrischen Methoden gut repro 
duzierbare Resultate. Vergleichende Untersuchungen, bei denen par 
allele Bestimmungen zwischen einer Digitonin- und einer kolori 
metrischen Methode an einem groBben Material ausgefiihrt worden sind 
und beide Methoden mit gleicher Sorgfalt gehandhabt wurden. sind 


selten. 


Im allgemeinen neigt man zu der Auffassung, dab von allen kolori 
metrischen Methoden die Bloorsche Methode in bezug auf Extraktion 
und Ausfiihrung der Farbreaktion die beste ist, und daB sie héher 
Resultate gibt als alle iibrigen kolorimetrischen Reaktionen und als 
die Digitoninmethoden. 


Noyons konnte beweisen, da} die héheren Werte der Bloorschen 
Methode dadurch verursacht werden, da die Cholesterinester in 
Gegensatz zu der bisherigen Auffassung bei der LBR. eine starker: 
Farberntwicklung geben als ihrem Cholesteringehalt entspricht!. Er gal 
dann die Grundsatze fiir eine Cholesterinanalysenmethode an, bei der 
unter Aufrechterhaltung der Bloorschen Prinzipien doch die Chol 
sterinester verseift wurden. 


Diese Methode ergab (siehe weiter unten) in einer Serie von sech- 


Parallelbestimmungen mit einer Digitoninmethode gut — iiberei: 


stimmende Resultate. 

Es gibt aber noch einige theoretisch und praktisch interessant: 
Fragen, die in der allmahlich fast uniibersehbar gewordenen Cholesterin 
literatur doch noch unbeantwortet geblieben sind, und zwar folgende 


! Wahrend der Drucklegung dieser Arbeit kam eine Arbeit von Kels: 
(J. of biol. Chem. 127, 15, 1939) zu unserer Kenntnis, die diese Tatsacl 
hestatigt. 
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1. Ist auf die Farbentwicklung bei der LBR. das Gesetz von 
Lambert-Beer anwendbar, namlich ist die Lichtabsorption bei Be- 
nutzung des Filters 8,, in dem Stufenphotometer proportional dem 


Cholesteringehalt der Lésung, in der die Reaktion ausgefiihrt wird ? 

Polano meinte, daB dieses Gesetz bei der LBR. nur annaherungs- 
weise gelte; die von ihm gefundenen Abweichungen waren aber so 
vering, das sie auch durch Versuchsfehler verursacht sein kénnten. 
Sundermann und Razek glauben ebenfalls, daB das Verhiltnis zwischen 
Extinktion und Cholesteringehalt einer Lésung durch eine krumme 
Linie dargestellt werden mub. 

2. Welche Forderungen mu die Extraktion von Cholesterin aus 
dem Blute (Serum, Plasma) erfiillen ? 

Die allgemeine Auffassung ist die, daB die Extraktion nach Bloor 
die beste Methode ist. (Bloor, NeuschloB, Miihlbock-Kaufmann, Page. 
c.s., Boyd). Bei welchem Verhaltnis zwischen Blut und Extraktions- 
mittel die Extraktion noch vollstandig erfolgte, war noch zu erforschen. 

3. Hat die Verseifung EinfluB auf das Cholesterin ? 

Denkbar waren: Zerstérung des Cholesterins oder Umsetzung im 
Molekiil, derart, daB dieser Stoff keine LBR. mehr gibt. 

4. Welche Verseifungsmethode, die das Cholesterin unverandert 
laBt, ist am vollstandigsten ? 

Die wenigen Untersuchungen, die in der Literatur hieriiber bekannt 
sind, widersprechen einander (vgl. Hinsberg). AuBerdem erschien uns 
nach Paralleluntersuchungen, daB die Methode von Rappaport-Engel- 
herg und die von Rappaport-Gértz, bei denen die Extraktion in Gegen- 
wart von NaOH erfolgt, Resultate ergab, die besser tibereinstimmen 
mit denen nach dem Verfahren von Bloor ohne Verseifen als mit denen 
nach dem Verfahren von Bloor mit Verseifen. 

5. Reine Cholesterinester geben eine Farbreaktion, die starker ist 
als mit ihrem Cholesteringehalt iibereinstimmt. Wie ist das Verhalten 
dieser Ester in Mischungen mit freiem Cholesterin in einem Verhaltnis, 
das dem im Blute vorkommenden entspricht ? 

tibt eine Mischung von freiem und verestertem Cholesterin eine 
Extinktion, die der Summe der Extinktionen der das Gemisch bildenden 
Teile entspricht, oder beeinflussen die zwei Stoffe einander so, dab 
dieses nicht der Fall ist ? 

Zu 1. Reines Cholesterin wurde in absolutem Alkohol gelést und 
zwar 150, 155, 160 usf. bis 300 mg, jedesmal in 100 ccm Lésungsmittel. 
AuBerdem wurde in dem Intervall 230 bis 250 mg immer nur um 2 mg 
aufgeriickt, da Polano glaubte, daB die deutlichste Kriimmung der 
Extinktionskurve in diesem Intervall lage. Immer wurde in 2 ccm 
der verschiedenen Lésungen die Extinktion genau auf die gleiche Weise 
bestimmt, wie dies von Noyons bei seiner Anderung der Bloor-Methode 
ohne Verseifung getan wurde. 
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Die Resultate Noyons sind in den ersten Spalten der untenstehende 
Tabelle wiedergegeben: zum Vergleich findet man in den zwei letzte: 
Spalten die friiher von Polano gefundenen Werte. 





Cholesterin Extinktions- Extinktions 
aoe “ate » § z > 10 ‘4 I 10 Mi nee oe 

in 100 cem Koeffizient I “n" I — | A Koeftizient 
(N) nas - (P) 

mig 


150 0,139 0,137 
155 0,146 0,007 
1L0 0,153 0,007 0,014 0,008 0,145 
165 0,157 0,004 


170 0,162 0,005 0,009 0,012 0,157 
175 0,167 0,005 
189 0,171 0,004 0,009 0,007 0,164 
185 0,175 0,004 


190 0,180 0,005 0,009 0,009 0,173 
195 0,186 0,006 - 

200 0,190 0,004 0,010 0,008 0,181 
205 0,195 0,005 “a 


210 0,198 0,003 0,008 0,010 0,191 
215 0,202 0,004 , : 

220 0,205 0,003 0.007 0,011 0,202 
225 0,209 0,004 


230 0,215 0,006 0,010 0,008 0,210 
235 0,221 0,006 


240 0,224 0,003 0,009 0,006 0,216 
245 0,228 0,004 


250 0,233 0,005 0,009 0,011 0,227 
255 0,240 0,007 : 

260 0,245 - 0,005 0,012 0,010 0,237 
265 0,249 0,004 

270 0,256 0,007 0,011 0,007 0,244 
275 0,262 0,006 = ; 
28) 0,266 0,004 0,010 0.011 0,255 
285 , 0,272 0,006 


290 0,276 0,004 0,010 0,012 0,267 
295 0,280 0,004 - 
300 0,286 0,006 0,010 0,011 0,278 


Das Resultat der Bestimmungen mit kleinem Intervall zwischen 
und 250 mg®,, ist folgendes: 





Cholesterin ates P Cholesterin ees ’ 

in 100 eem Extinktions- in 100 cem Extinktions- 
Koeftizient Koeffizient 
mg mg 


230 0,215 242 0,227 
232 0,217 244 0,228 
234 0,219 246 0,229 
236 0,220 248 0,231 
238 0,222 250 0,233 
240 0,224 
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Bei einer graphischen Darstellung der in dieser Tabelle gebrachten 
Zahlen werden die Kriimmungen nur bei genauem Zeichnen in grobem 
Mafstab sichtbar: darum wurde von einer Reproduktion der Kurve 
hier im Text abgesehen. Aus den Ziffern der Tabelle geht nun hervor. 
daB Noyons in dem Intervall 150 bis 300 mg eine Zunahme der Extink- 
tion von 0,139 bis 0,286, Polano eine von 0,137 bis 0,278 festgestellt 
hat, beide in sehr guter annahernder Ubereinstimmung eine Ver- 


doppelung der Extinktion bei Verdoppelung des Cholesteringehalts. 
Im ersten Falle betragt der Mittelwert des Zuwachses fiir 10 mg Chol- 
esterin (D,,) 0.0095, im zweiten 0,010. Also auch hier eine gute Uberein- 


stimmung zwischen den beiden Beobachtern. Die Abweichungen von 
dem gefundenen Extinktionszuwachs pro 10 mg Cholesterin schwanken 
bei beiden Autoren um 10, aber Noyons findet haufig eine positive Ab- 
weichung da, wo Polano eine negative findet und umgekehrt. Das 
scheint uns Grund genug, um anzunehmen, daf diese Abweichungen 
scheinbare Variationen sind, abhangig von Ablesefehlern und anderen 
Versuchsfehlern, und daB die Extinktionskurve fiir die photometrische 
Cholesterinbestimmung eine gerade Linie ist. 

Zu 2. Der Cholesteringehalt einer bekannten Cholesterinlésung in 
Chloroform wurde direkt bestimmt: parallel damit wurde in einer 
alkoholischen Lésung von Cholesterin, das den bei der Extraktion not- 
wendigen Bearbeitungen unterworfen gewesen war, der Gehalt  be- 
stimmt. 








Direkte Bestimmung in Chloroform Bestimmung nach fiktiver EnteiweiGung 


Berechnet Gefunden Berechnet Gefunden 


mg 


204 


997 


250 


mg 
202 
229 


249 


mg mg 


195 
218 
256 


271 


196 
215 
252 


273 





287 285 


Ferner wurden verschieden grobe Portionen von zwei Sera jedesmal 
mit 50 cem Bloors Extraktionsgemisch extrahiert und der Cholesterin- 
gehalt photometrisch bestimmt. 





Menge Serum - Serum B Menge Serum A Serum B 


ecm mg me ecm mg mg 


Ol 299 
5 248 


7 
3: 192 


316 6 2 
313 9 l 
309 10 ] 


Aus diesen Beobachtungen ergibt sich, da} bei einer Enteiweibung 
des Serums kein Cholesterin verlorengeht und dab, wenn Serum und 
Extraktionsmittel im Verhaltnis 1: 10 angewendet werden, die Extraktion 


ar” 
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vollstindig ist, unabhdngig davon ob der Cholesteringehalt hoch od: 
niedrig ist. Wird mehr Serum zugefiigt, dann wird die Extraktio: 
ungentigend, wahrscheinlich infolge des Serumwassers, mit dem da 
Extraktionsmittel dann verdiinnt wird. 

Zu 3. In einer Lésung von 300 mg freiem Cholesterin in Alkoho| 
wurde der Cholesteringehalt bestimmt, und zwar ohne Verseifung, nach 
Kinwirkung von Na-Athylat, so wie das bei der photometrischen Chole 
sterinbestimmung nach Bloor-Noyons geschieht, und nach Einwirkung 
von NaOH, in der Weise, wie es bei der Methode von Rappaport. 
Engelberg iiblich ist. Die Resultate waren: 





Nach Rappaport- 


Ohne Verseifung Mit Verseifung Engelberg Mit Natriumithylat 

(Zeitdauer) ‘ ; 

mg mg mg 

291 t Stunde 271 289 

292 1 + 267 291 
2 Stunden 272 284 
2 * 276 282 
5 Stunden 281 
5 i 277 


Aus dieser Tabelle geht hervor, daB die Verseifungsmittel auf das 
Resultat einer photometrischen Cholesterinbestimmung EinfluB aus- 
iiben kénnen: eine einstiindige Verseifung mit Na-Athylat lat das 
Cholesterin zum gréBten Teil unverandert. 

Zu t. In einer alkoholischen Lésung von 485 mg reinem Chole- 


sterinpalmitat die einem Gehalt von 300 mg freiem Cholesterin 
entspricht wird der Cholesteringehalt bestimmt : 


Ohne Verseifung, nach Verseifung mit 04g NaOH, nach Ver- 
seifung mittels 0,54 ¢g KOH, was mit den 0,4 g NaOH, die Rappaport- 
Engelberg bei ihrer Methode anwenden, iibereinstimmt, und mit Na- 
Athylat nach Noyons. 

Gehalt an Cholesterinpalmitat : 485 mg in 100 cem Lésung. Ent- 
spricht : 300 mg freiem Cholesterin in 100 com Lésung. Gefunden ohne 
Verseifung: 378 mg ,,Cholesterin’’ in 100 cem Lésung. 





Verseifung mit 


. —— NaOH KOH Na-iithylat 

Ing mg mg 

1 Ghee ....55%: 354 371 282 

1 i 353 370 292 

2 Stunden....... 355 376 

2 as 354 376 

5 Stunden....... 354 370 281 

5 me 354 369 282 
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Bei der Bestimmung des Cholesteringehalts in der Cholesterin- 
palmitatlésung nach Rappaport-Engelberg wird also ein viel zu hoher 
Wert gefunden, der in der Nahe des Wertes liegt, der bei einer photo- 
metrischen Bestimmung ohne Verseifung gefunden wird. Dies kann 
man am besten erklaren, indem man annimmt, dag durch die Be- 
arbeitung mit NaOH nach Rappaport-Engelberg nahezu keine Verseifung 
von Cholesterinpalmitat er folgt. 


Wenn man KOH anstatt NaOH als Verseifungsmittel verwendet, 
sind die Resultate noch schlechter. Nach Verseifung mit Na-Athylat 
wahrend 1 Stunde wird die Menge freien Cholesterins recht genau 
wiedergefunden, woraus man schlieBen darf, dap die Verseifung hierbei 
quantitativ ist, und daB nur sehr wenig Cholesterin durch das Ver- 
seifungsmittel angegriffen wird. Dieses Resultat stimmt mit jenen von 
Gardner und Fox iiberein, die mitteilen, dag Cholesterinpalmitat mit 
25°, NaOH (d.i. die Konzentration mit der Rappaport-Engelberg 
arbeiten) sehr schlecht und mit Na-Athylat gut verseifbar ist. Unser 
Resultat steht im Gegensatz zu dem von Schoenheimer und Sperry u. a., 
die mit kleinen Mengen KOH eine vollstandige Verseifung erzielt zu 
haben glauben (s. Hinsberg-Lanq). 

Zu 5. Ohne Verseifung wurde der Cholesteringehalt verschiedener 
Mischungen von Cholesterin mit Cholesterinpalmitat photometrisch 
bestimmt. 





Extinktion, gemessen im Stufenphotometer 
2ecm Kuvet. 


I Il itl 
‘ ‘ ; ; { 0,599 
a) 300 mg freies Cholesterin 0591 
b) 485 mg Cholesterinpalmitat, aqui- 0,691 
valent mit 300 mg Cholesterin 0,698 
ce) 300mg Cholesterinpalmitat, aqui- 0,436 
valent mit 186 mg Cholesterin 0,426 
d) Mischung von: 
1), (a) mit 2/, (c), aquivalent mit 0,496 0,492 0,444 
224 mg Cholesterin 0,502 
e) Mischung von: 
1), (a) mit ?/, (b), aquivalent mit 0,658 0,655 0,595 
300 mg Cholesterin 0,653 


In der zweiten Spalte ist angegeben, wieviel der theoretisch be- 
rechnete Wert von !/, a mit 2/, ¢ und von !/, a mit 2/, b betragt. 
In der dritten Spalte ist der Wert eingetragen, den man finden 
wiirde, wenn Cholesterinpalmitat eine Extinktion geben wiirde, die mit 
seinem Gehalt an freiem Cholesterin tibereinstimmt. 








EK. C. Noyons u. M. K. Polano: 


Aus dieser Tabelle geht also hervor, da in einem Gemisch vo: 
Cholesterin und Cholesterinpalmitat die Extinktion gleich ist de: 
Summe der Extinktionen der die Mischung zusammensetzenden Teile 

Bei einem Verhaltnis zwischen freiem Cholesterin und veresterten 
Cholesterin 1 : 2 (ungefaéhr dem Verhaltnis entsprechend, wie es norma! 
im Blute gefunden wird) und wenn der Farbreaktion keine Verseifung 
vorausgeht, wird ein 10 bis 11°, zu hoher Wert gefunden. 

Interessant war nun, zu verfolgen, inwieweit der prozentuale 
Unterschied zwischen Parallelbestimmungen mit der photometrischen 
Methode ohne Verseifung und der oxydimetrischen Digitoninmethode 
mit diesen theoretischen Voraussetzungen tibereinstimmt. 





Oxydimetrische Photometrisch Photometrisch 
Digitoninmethode ohne Verseifung mit Verseifung 


mg mg mg 


213 251 20) 
188 217 175 
177 208 181 
194 225 191 
201 231 187 
165 198 171 


Summe: 1138 1330 1106 


Die Summe aller photometrischen ohne Verseifung gefundenen 
Werte ist 17°, héher als die der Werte, die mit der oxydimetrischen 
Digitoninmethode gefunden wurden, waihrend die Summe der Werte 
mit Verseifung ungefahr gleich ist den mit der oxydimetrischen Methode 
gefundenen Werten. Man bedenke, daB im Blute neben Palmitaten 
u.a. auch Stearate und Oleate von Cholesterin vorkommen und daB das 
prozentuale Verhaltnis zwischen dem veresterten Cholesterin und dem 
freien Cholesterin im Blute nicht 66,6 °,, ist, wie bei den Bestimmungen 
in vitro angenommen wurde, sondern 67 °,, — 7 -- 1,5 betragt: weiter. 
dal} bei der Verseifung etwas Cholesterin verloren geht. 

Ein Teil der Differenz im Cholesteringehalt, den man findet, wenn 
man diesen Gehalt nebeneinander mit einer kolorimetrischen und einer 
Digitoninmethode bestimmt, kann in jedem Falle auf Rechnung der 
Tatsache gesetzt werden, daB die Cholesterinester eine relativ zu starke 
Lichtabsorption verursachen und dap die iiblichen Verseifungsmitte! 
NaOH und KOH nur in sehr geringem Mae die Cholesterinester ver- 
seifen, doch kann damit nicht in allen Fallen die Differenz zwischen 
lege artis ausgefiihrten kolorimetrischen und Digitoninbestimmungen 
erklart werden. } 


Bei einer Serie von Parallelbestimmungen, ausgefiihrt mittels 
zweier Digitoninmethoden (durch Noyons), der Methode von Bloor 
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ohne Verseifen und der von Rappaport-Engelberg (durch Wyers!), sowie 
der von Rappaport-Gortz (durch Teunisse!), wurden haufig Differenzen 
vefunden, die viel gréBer waren als die von 10 bis 15°), die man durch 


den Unterschied in der Reaktion zwischen verseiften und unverseiften 
Cholesterinestern erwarten wiirde. 





- , Nach Nach Bloor Nach Kol.-Wert 
Digitonin Digitonin Rappaport- ohne Rappaport- iibertrifft 
titrimetrisch — oxydimetrisch Engelberg Verseifung Gortz Dig.-Wert 
mg mg mg mg mg um % 
285 275 435 440 460 59 
196 195 203 201 208 5 
150 147 211 217 217 44 
242 247 329 322 33 
158 155 187 190 200 22 
757 752 932 946 941 24 
156 180 184 180 15 

160 178 207 210 195 20 
641 740 755 21 


Auch bei einer spater ausgefiihrten Parallelbestimmung wurden 
Differenzen gefunden, die es nétig machten, neben der oben gegebenen 
Erklarung noch eine zweite zu suchen: 

Bestimmung nach Bloor ohne Verseifen 314mg pro 100 cem 
‘i .. Rappaport-Engelberg 30k seen 
Ss .. Bloor mit Verseifen 246 ,, ., 100 
” .. Digitoninmethode ; . 100 
(Alle Zahlen sind der Durchschnitt von gut iibereinstimmenden 
Triplebestimmungen. ) 


In manchem Plasma mu also ein Stoff vorhanden sein, der nicht 
mit Digitonin ausgefallt wird und der doch eine positive LBR. gibt. 


Man denkt dabei vor allem an die von Lif/schiitz beschriebene Gruppe 


von Sterinen, die er unter dem Namen Oxycholesterinen zusammen- 
faBte und iiber die Beumer spaiter berichtete. Beumer konnte zeigen. 
daB, wenn man eine reine Cholesterinlésung laingere Zeit dem Ultra- 
violettlicht aussetzt, die mit Digitonin nachweisbare Menge von Chole- 
sterin schneller abnimmt als die mit der LBR. nachweisbare Menge. Er 
schrieb dies dem Entstehen von Oxycholesterinen zu. 

Weitere Untersuchungen, um festzustellen, wieweit Oxycholesterine 
fiir die Differenzen zwischen der photometrischen Cholesterinbestimmung 
mit Verseifung nach Bloor-Noyons und den Digitoninmethoden verant 
wortlich gemacht werden kénnen, sind dringend erwiinscht 


' Wir sind den Herren Wyers und Teunisse fiir ihre Mitarbeit zu 
vielem Dank verpflichtet. 








Kk. C. Noyons u. M. K. Polano: Fehierquellen usw. 


Zusammenfassung. 


Die Farbreaktion bei der Liehermann-Burchardschen Farbreaktio: 
folet dem Lambert-Beerschen Gesetz. 

Bei der Cholesterinextraktion aus dem Plasma mit einer Alkoho! 
Athermischung 3:1 mu mindestens ein zehnfacher UberschuB des 
Extraktionsmittels benutzt werden. 

NaOH und KOH verseifen in 25°(iger wasseriger Lésung di 
Cholesterinester so gut wie nicht; dagegen liefert 5°,iges Na-Athylat 
eine vollstandige Verseifung. 

Die héheren Resultate der Cholesterinanalysen nach Bloor miisse 
teilweise der Tatsache zugeschrieben werden, daB Cholesterinester eine 


intensivere LBR. geben als ihrem Cholesteringehalt entspricht. Ferner 


mu in einigen Fallen angenommen werden, daB im Plasma sich Stoffe 
befinden (Oxycholesterine ?), die zwar eine LBR. geben, aber nicht mit 


Digitonin ausfallen. 
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